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Propolis ali zadelavina je lepljiva, vosku podobna naravna snov, ki jo najdemo v čebeljih 
panjih. Pripisuje se mu antioksidativne, protibakterijske, protivirusne in protivnetne 
lastnosti, novejše študije pa raziskujejo tudi njegovo imunomodulatorno vlogo. Za ta širok 
nabor terapevtskih indikacij naj bi bili zaslužni flavonoidi v propolisu, kot so galangin, 
krisin, naringenin, pinocembrin in drugi. Zaradi kompleksnosti in variabilnosti sestave 
propolisa je njena analiza otežena. Do sedaj še ni bilo razvite dovolj dobre analitske 
metode, ki bi omogočala poznavanje le-te, prav tako pa še ni bilo izvedenih študij 
permeabilnosti in absorpcije propolisa oziroma njegovih sestavin. Za doseganje morebitnih 
terapevtskih učinkov je ključnega pomena dobra absorpcija učinkovin v tankem črevesu.   
V magistrskem delu smo se v prvi vrsti posvečali razvoju HPLC analitske metode, s katero 
bi zaznali čim več sestavin propolisa, jih dobro ločili, hkrati pa bi bila metoda tudi časovno 
sprejemljiva. Razvito HPLC analizno metodo smo uporabili tudi za poskus določanja 
kvalitativne sestave propolisa in za analizo snovi, ki so v poskusih permeabilnosti 
prehajale tkivo. Poskuse permeabilnosti sestavin propolisa smo izvajali v dvoprostornih 
difuzijskih celicah tipa Sweetana-Grass. Kot tkivo smo uporabili tanko črevo podgane, saj 
ta predstavlja preprost in preverjen model za napovedovanje intestinalne absorpcije pri 
ljudeh. Metodo smo morali zaradi kompleksne sestave in slabe topnosti propolisa ustrezno 
prilagoditi.  
S primerjavo kromatogramov referenčne raztopine propolisa in standardnih raztopin 
nekaterih spojin na podlagi retencijskih časov in UV spektrov smo v referenčni raztopini 
identificirali krisin, galangin, pinocembrin in naringin. HRMS analiza pa je poleg teh 
spojin potrdila še prisotnost naringenina, sakuranetina, gingerola, acacetina, abrectorina, 
salvigenina, CAPE (ester kavne kisline s feniletil alkoholom) in ikaridina. Poskusi 
permeabilnosti so pokazali, da zelo majhen odstotek sestavin propolisa prehaja skozi 
sluznico tankega črevesa. Med njimi smo zaznali krisin, derivat naringenina, derivat 
pinocembrina in sakuranetin. Od sedmih snovi, ki smo jih izbrali za analizo, smo tri 
opredelili kot dobro permeabilne (med njimi tudi identificirani derivat naringenina), štiri pa 
so bile slabo permeabilne. Slabo biološko uporabnost lahko poleg nizke permeabilnosti 
povzroči tudi omejena topnost in celo precipitacija nekaterih snovi v prebavnih sokovih. 
To smo raziskali z merjenjem kinetične topnosti po redčenju propolisa v biorelevantnem 
mediju FaSSIF.  
 
 




Propolis is a sticky, wax-like natural substance found in beehives. It possesses antioxidant, 
anti-bacterial, anti-viral and anti-inflammatory properties, some new studies are 
investigating its immunomodulatory activity. This wide range of therapeutic indications is 
supposed to be attributed to flavonoids in propolis, such as galangin, chrysin, naringenin, 
pinocembrin and others. Due to the complexity and variability of the composition of 
propolis, its analysis is difficult. So far, there has been no development of sufficiently good 
analytical methods capable of determining it and no permeability studies were performed 
to determine the absorption of propolis or its constituents yet. Good absorption of the 
active substances in the small intestine is crucial for achieving potential therapeutic effects. 
For this thesis, we focused primarily on the development of the HPLC analytical method, 
which would detect as many propolis constituents as possible, separate them well, but 
would also be time-efficient. Various mobile phases, columns, and sample concentrations 
were tested. The developed HPLC analytical method was then used to try to determine the 
qualitative composition of propolis and for analysing propolis components that passed 
through the tissue in permeability studies.  
The permeability studies were performed in Sweetana-Grass type two-cell diffusion cells. 
The rat small intestine was used, as it represents a simple and good model for predicting 
intestinal absorption in humans. Due to the complex composition and poor solubility of 
propolis, the method had to be adjusted accordingly. 
By comparing the chromatograms of propolis tincture and some of the reference 
compounds (based on retention times and UV spectra), we identified chrysin, galangin, 
pinocembrin and naringin in our sample. HRMS analysis of the sample additionally 
confirmed the presence of naringenin, sacuranetin, gingerol, acacetin, abrectorin, 
salvigenin, CAPE (Caffeic acid phenethyl ester) and icaridin. Studies of permeability have 
shown that a very small percentage of propolis constituents are absorbed through the small 
intestinal mucosa. Among them, we detected chrysin, a naringenin derivative, a 
pinocembrin derivative and sakuranetin. Of the seven substances selected for analysis, 
three exhibited good permeability (including an identified naringenin derivative) and four 
were identified as poorly permeable. Besides low permeability, low solubility, or even 
precipitation of some substances in the intestinal lumen can cause poor intestinal 
 
 
absorption. For this reason the kinetic solubility of propolis constituents was also tested in 
biorelevant medium FaSSIF.  





HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
GC-MS plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
ATP adenozin trifosfat 
SG celice Sweetana-Grass celice 
FaSSIF medij, ki posnema črevesne sokove v stanju teščosti. Ang. Fasted State 
Simulated Intestinal Fluid 
LC-MS tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
HRMS LC-MS sistem z zelo natančnim določanjem mase (ang. High Resolution 
Mass Spectrometry)  
DR donorska raztopina 
EF parametri elektrofiziološki parametri 
VCC ang. voltage-current clamp 
Papp navidezni koeficient permeabilnosti 
DAD detektor z nizom diod 
RP Ringerjev pufer 
PEG polietilen glikol 
CAPE ester kavne kisline s feniletil alkoholom (ang. Caffeic acid phenethyl ester) 
RTX spojina pri retencijskem času X minut 








Propolis ali zadelavina, znan tudi kot čebelje lepilo, je naravna, vosku podobna smolnata 
snov, ki jo najdemo v čebeljih panjih. Beseda propolis izhaja iz grščine; ˝pro˝=pred ali 
obramba, ˝polis˝=mesto (panj), ljudstvo. Pred mestom, v tem primeru pred panjem, 
nakazuje zaščitno vlogo propolisa v panju(1). Čebele ga uporabljajo za popravilo raznih 
lukenj in rež v panju, pa tudi za glajenje notranje površine panja, vzdrževanje primerne 
notranje temperature in za zaščito pred zunanjimi vplivi, kot so vremenske razmere (veter, 
dež) in vdori plenilcev. Prav tako ga uporabljajo kot antiseptično zaščito pred 
mikrobiološkimi okužbami v panju(2). Pri visokih temperaturah se propolis nahaja v 
mehkem, prožnem, lepljivem stanju, ko pa ga ohladimo ali zamrznemo, postane trd in 
lomljiv. Glede na botanični izvor, se nahaja v barvah od zelene, rjave do rdečkaste. 
Propolis nabirajo čebele iz smolnatih rastlinskih popkov, drevesnega lubja in drugih 
rastlinskih virov v severnem zmerno toplem pasu. Najboljši viri propolisa so vrste topola, 
vrbe, breze, bresta, jelš, bukev, iglavcev in divji kostanj(3). Nabirajo ga le čebele delavke, 
ki niso starejše od 15 dni, tekom toplejšega dela dneva, ko je snov mehkejša in zato lažja 
za nabiranje. V panju pa jo nato pomešajo z izločki mandibularne žleze(2). Čebelarji 
propolis nabirajo v poletnem času tako, da ga s topim nožem postrgajo z lesenih delov 
panja in mreže zadnjih vrat. Vendar tako pridobljen propolis ni primerne kvalitete za 
uporabo v zdravstvene namene. Za načrtno pridobivanje kvalitetnejšega propolisa, 
čebelarji v panje vstavijo plastične mreže z odprtinami velikosti 2 do 4 mm, ki jih čebele 
zapolnijo s propolisom, kakor to storijo tudi z ostalimi odprtinami v panju.(1) 
SESTAVA  
Propolis sestavljajo v približno 50% smole, 30% voski, 10% eterična olja, 5% cvetni prah 
in v 5% ostale organske snovi in nečistote. Po podatkih iz literature je bilo v propolisu 
identificiranih več kot 300 različnih substanc. Študije najpogosteje navajajo kavno kislino, 
kvercetin, pinocembrin, naringin, galangin in krisin, katerim se tudi pripisuje antiseptične, 
protivnetne in proti tumorske lastnosti propolisa. Poleg fenolnih derivatov propolis v 
manjšem obsegu vsebuje tudi pomembne vitamine (vitamina C in E, B1, B2, B6) in 
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minerale (Mg, Ca, Na, K)(2,3). Kemijska sestava propolisa močno variira. Največji vpliv na 
sestavo imajo vrste dreves, ki rastejo okoli panja, vplivajo pa tudi drugi dejavniki, kot so 
sezona, osvetlitev, nadmorska višina in drugi. 
UPORABA 
Propolis so uporabljali že stari Egipčani kot lepilo in kot sredstvo za balzamiranje umrlih. 
Podobno namreč počno tudi čebele, ki s propolisom obdajo truplo ubitega vsiljivca, ki je 
preveliko, da bi ga odstranile iz panja. S tem se zavarujejo pred boleznimi in okužbami, ki 
jih povzroča razpadajoče truplo. Iz Aristotelovega dela Historia animalium, je razvidna 
uporaba propolisa tudi v stari Grčiji kot zdravilo za rane in vnetja. Prav tako naj bi ga 
Hipokrat uporabljal za zdravljenje razjed.(3) 
Dan-danes je propolis široko prisoten v zdravljenju raznoraznih stanj. Mnogo študij je 
raziskovalo in pripisalo propolisu antioksidativne lastnosti. Le-te naj bi brazilskemu 
propolisu dajale fenolne spojine (vendar ne flavonoidi), medtem ko antioksidativne 
lastnosti evropskega propolisa pripisujejo tako polifenolom kot flavonoidom. Nekatere in 
vitro študije navajajo antioksidativno zmogljivost propolisa enako zmogljivosti nekaterih 
sinteznih antioksidantov, kot na primer askorbinske kisline.(4) Mnogo študij je potrdilo tudi 
protibakterijsko delovanje propolisa, katero pripisujejo flavonoidom, fenolnim kislinam in 
njihovim estrom. Protibakterijsko deluje neposredno na mikroorganizme, kot tudi posredno 
preko aktivacije imunskega sistema. Propolis naj bi se dobro izkazal tudi v kombinaciji z 
drugimi protibakterijskimi učinkovinami, s katerimi deluje sinergistično.(5) Propolis naj bi 
inhibiral sproščanje histamina in tako lajšal simptome alergij.(6)Pripisuje pa se mu tudi 
protiglivne in protitumorske lastnosti.  
Najbolj razširjena je njegova uporaba v pripravkih za zdravljenje razjed in lajšanje vnetja 
na sluznici ustne votline in dlesnih, najdemo ga tudi v topikalnih pripravkih za zdravljenje 
in nego opečene kože, celjenje ran in razjed. Pripravek iz propolisa, katerega smo 
preiskovali v nalogi (10 % tinktura propolisa v 80 % etanolu), pa je v obliki kapljic za 
peroralno uporabo kot prehransko dopolnilo za krepitev imunosti. Novejše študije navajajo 
propolis kot enega bolj obetavnih imunomodulatornih sredstev.(6) Razne in vivo in in vitro 
študije kažejo na to, da propolis aktivira makrofage in poviša lizo tumorskih celic z 
aktivacijo celic ubijalk. Stimuliral naj bi tudi proizvajanje protiteles. Za boljše 
razumevanje mehanizma delovanja propolisa na imunski sistem bo potrebno še nadaljnje 
raziskovanje.(5) Propolis ni toksičen in naj ne bi povzročal nobenih neželenih stranskih 
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učinkov. Čeprav jih je malo, obstaja nekaj navedb o alergijskih reakcijah in kontaktnemu 
dermatitisu po uporabi topikalnih pripravkov s propolisom. Nekateri avtorji navajajo varno 
koncentracijo zaužitega propolisa za ljudi 1,4 mg/kg telesne teže na dan. (5)  
Zaradi velike popularnosti uporabe propolisa v zdravstvene namene, se je v zadnjem času 
povečalo zanimanje in potreba po poznavanju njegove kemijske sestave. Kljub temu še 
vedno ni na voljo veliko raziskav, ki bi razvile dovolj dobro analitsko metodo, s katero bi 
se ji uspeli dobro približati. Velik razlog za to je sama variabilnost sestave propolisa in 
njena kompleksnost. Analitske metode, ki jih navajajo študije, so večinoma 
kromatografske narave, najpogostejša predstavnica je HPLC. Za ločevanje flavonoidov se 
kot najbolj primerna izkaže reverzno fazna tekočinska kromatografija.(7) Študije navajajo 
tudi uporabo spektrofotometrije in sklopljenih tehnik, na primer GC-MS (plinska 
kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo). 
1.2 FLAVONOIDI V PROPOLISU 
Po podatkih iz literature je bilo v propolisu identificiranih več kot 300 različnih substanc iz 
družine polifenolov, terpenoidov, steroidov, sladkorjev, aminokislin in drugih.(4) 
Bioaktivne organske snovi v propolisu so fenolne narave, večinoma so to flavonoidi, 
katerim se v prvi vrsti pripisuje antioksidativne lastnosti, pa tudi protibakterijske, 
protiglivne in protiparazitske učinke.(8) Močnejše antioksidativne lastnosti izkazujejo 
aglikonske oblike flavonoidov.(9) 
Flavonoidi so polifenolne spojine, lahko tudi v obliki glikozidov, derivati 2-fenilkromana 
oziroma flavana, ki dajejo barvo cvetom, plodovom in listom rastlin.(10) So naravni 
proizvodi, ki so široko razširjeni v kraljestvu rastlin in tvorijo enega glavnih razredov 
sekundarnih presnovkov. Nahajajo se v velikem obsegu različnih struktur z različnimi 
biološkimi aktivnostmi. Z več kot 10000 odkritimi predstavniki predstavljajo tretjo 
največjo skupino naravnih spojin za alkaloidi in terpenoidi.(11) 
Vsem flavonoidom je skupna osnovna struktura iz 3 obročev (A, B in C), ki tvorijo 2-fenil-
1,4-benzopiran. Glede na strukturne razlike na obroču C, lahko flavonoide v grobem 
razdelimo v 8 skupin: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli, izoflavoni, flavan-3-oli, 
flavandioli in antocianini.(12) Osnovna struktura flavonoidov (slika 1) omogoča tudi vrsto 
različnih kombinacij substitucij na benzenskih obročih A in B, kar razlikuje spojine še 




Slika 1: Osnovna struktura flavonoidov. 
Problem na katerega naletimo pri uporabi flavonoidov v prehranske in zdravstvene namene 
je njihova slaba biološka uporabnost po peroralni aplikaciji.(12) Le-to pripisujejo visokemu 
obsegu konjugacije flavonoidov z žveplovo(VI) in glukuronsko kislino.(13) Ta konjugacija 
poteče med absorpcijo pri prehodu celic tankega črevesa. V jetrih nato poteče še 
metabolizem druge faze, kar še poviša koncentracije konjugatov. V krvnem obtoku v 
največjem obsegu zasledimo flavonoide v obliki glukuronidov.(9)  Študije odnosa med 
strukturo in permeabilnostjo flavonoidov ugotavljajo, da prisotnost hidroksilne ali 
glikozidne skupine na mestu R3 zmanjša absorpcijo flavonoidov. Boljšo permeabilnost pa 
so opazili, kadar sta bila obroča A in B enakomerno substituirana. Večina flavonoidov 
prehaja celice s pasivno difuzijo.(12) 
Z uporabo raznih analitskih metod, v večini primerov s HPLC analizami, so razne študije v 
propolisu odkrile vrsto različnih flavonoidov. Najpogosteje so dokazali prisotnost krisina, 
pinocembrina, pinobanksina, galangina, kemferola, kvercetina, apigenina, naringenina ter 
njihovih derivatov.(8)(14)  
Preglednica I: Strukture nekaterih flavonoidov v propolisu. Prirejeno po (12)(13). 
FLAVONOID OSNOVNA STRUKTURA R₃ R₅ R₆ R₇ R₈ R₂′ R₃' R₄' R₅' 
KRISIN 
  
H OH H OH H H H H H 
GALANGIN OH OH H OH H H H H H 
KVERCETIN OH OH H OH H H OH OH H 
KEMFEROL OH OH H OH H H H OH H 
APIGENIN H OH H OH H H H OH H 
PINOCEMBRIN 
  
H OH H OH H H H H H 
NARINGENIN H OH H OH H H H OH H 






Krisin spada v družino flavonov. Visoko vsebnost izkazuje v ekstraktih iz rastlin, v medu, 
propolisu in mnogih rastlinskih vrstah (predvsem v različnih vrstah pasijonk). Prav v 
propolisu krisin predstavlja enega od karakterističnih flavonoidov, ki je prisoten v večini 
evropskih vzorcev propolisa.(14) Izkazuje slabe absorptivne lastnosti, visok obseg 
metabolizma in hitro sistemsko eliminacijo, zato je njegov terapevtski potencial nizek. 
Biološka razpoložljivost krisina po peroralni aplikaciji je okoli 0,003 ± 0,02 %. 
Krisinu se pripisuje veliko terapevtskih indikacij. Deluje antidiabetično in protektivno proti 
hipertenziji in žilnim zapletom v povezavi s sladkorno boleznijo. Deluje antioksidativno. 
Mehanizem tega učinka se povezuje s hidroksilnimi skupinami na obroču A. Krisin niža 
nivo skupnega holesterola in v manjši meri tudi nivo trigliceridov. Študije mu pripisujejo 
tudi močne protivnetne učinke, protirakave in protitumorne učinke.(9) Deloval naj bi tudi 
protivirusno. Inhibiral naj bi virusno pomnoževanje virusa Herpes simplex, človeškega 
koronavirusa in rotavirusa.(8) 
1.2.2 GALANGIN 
Galangin spada v skupino flavanonov. Že dolgo časa je prisoten v tradicionalni azijski 
medicini, kjer ga uporabljajo v preventivi in zdravljenju kašlja, prehladov, 
gastrointestinalnih bolezni, diabetesa in driske. Je naravno prisoten flavonoid v mnogih 
rastlinskih vrstah, še posebej v japonskih in korejskih vrstah jelše, podzemnem delu 
galganta, pa tudi v velikem trpotcu. Zaslužen je za antibiotično delovanje propolisa.(15) 
Znano je, da je njegova peroralna biološka razpoložljivost v prosti obliki zelo nizka. V 
veliki meri je podvržen metabolizmu.(16) V jetrih se lahko oksidira do kemferola in 
kvercetina, v večji meri pa potečeta konjugacija z glukuronsko kislino ali sulfatacija.(15) 
Zaradi strukturnih lastnosti (hidroksilna skupina na mestu R3) ima galangin slabše 
permeabilnostne lastnosti kot na primer krisin. Vrednost Papp za galangin se nahaja v 
obsegu  1,94 ± 0,41×10-6 cm/s v absorptivni smeri.(12)  
Galangin izkazuje obetavne učinke pri vplivu in zdravljenju raznih tumorjev, vnetij, 
oksidativnega stresa, artritisa, bakterijskih in virusnih okužb, debelosti, diabetesu, 
nevroloških poškodbah, kardiovaskularnih, jetrnih in uroloških težavah.(16) Antibiotični 
učinki etanolnih izvlečkov propolisa se dobro kažejo predvsem proti Gram-negativnim 
bakterijam.(15) Mnogo študij na celičnih kulturah je raziskovalo tudi njegove protirakave 
učinke. Obetavne rezultate je zaenkrat kazal pri 12 vrstah raka: rak jeter, ledvic, kolona, 
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požiralnika, dojke, glave in vratu, kože (melanom), kosti (osteosarkom), želodca, pljuč, 
jajčnikov in krvi (levkemija).(16)  
1.2.3 PINOCEMBRIN 
Pinocembrin je naravni flavonoid, natančneje flavanon, ki ga najdemo v medu, propolisu 
in mnogih rastlinah (ingverjevke, poprovke). Poleg naravnih virov lahko pinocembrin tudi 
biosintetiziramo.(17) Po peroralni aplikaciji se dobro absorbira in metabolizira. Dokazano 
je, da dobro prehaja hematoencefalno bariero, kar nakazuje na možno uporabo 
pinocembrina v namene zdravljenja bolezni centralnega živčnega sistema.(18) 
Pinocembrin ima široko farmakološko uporabo. Deluje protivnetno, antioksidativno, 
antitrombotično, antibiotično, protialergijsko, hepatoprotektivno, protivirusno, protirakavo 
in antiastmatično.(19)  Razne in vitro in in vivo raziskave so potrdile njegovo vlogo pri 
varovanju hematoencefalne bariere in s tem varovanje možganov pred ishemično kapjo. 
Namigujejo tudi, da bi se pinocembrin v kombinaciji z drugimi učinkovinami lahko 
uporabil za zdravljenje ateroskleroze.(18) Mnoge študije so dokazale, da pinocembrin 
inducira apoptozo celic mnogih vrst rakov, vendar mehanizem tega delovanja še ni v celoti 
znan.(17) Glavni mehanizem delovanja pinocembrina je protivnetno delovanje, za katerega 
je tudi delno odgovoren v propolisu.(18) 
1.2.4 NARINGENIN IN NARINGIN 
Naringenin uvrščamo v skupino flavanonov. Je naravni flavonoid prisoten v različnih 
citrusih, paradižniku, bergamotki in drugem sadju, kjer se lahko nahaja tudi v glikozidni 
obliki, ki jo imenujemo naringin. Naringin je spojina, ki je zaslužna za grenak okus 
grenivkinega soka. Glikozidni del predstavljata dve molekuli ramnoze vezani na mesto R7 
aglikonskega naringenina (slika 2).(20) Naringin je slabše permeabilen kot njegova 
aglikonska oblika, kar v splošnem velja za vse flavonoide.(12) Razne raziskave so potrdile, 
da encimi, ki se nahajajo v enterocitih, ne morejo hidrolizirati naringina. Tako se naringin 
absorbira šele v debelem črevesju, kjer poteče deglikolizacija pod vplivom črevesne 
mikroflore.(21) Naringenin je v jetrih v veliki meri podvržen metabolizmu. Potečeta tako 
konjugacija z glukuronsko kislino kot sulfatiranje. Koncentracija naringenin sulfatov se 
kaže kot prevladujoča v krvnem obtoku. V zelo nizkem obsegu so nekatere študije v urinu 




Slika 2:Struktura naringina. 
Naringin in naringenin sta dobra antioksidanta, močnejši izmed njiju je naringenin, saj 
glikozidni del naringina predstavlja sterično oviro funkcionalnim skupinam.(20) Naringin je 
znan zaviralec P-glikoproteina, kar lahko vpliva na izboljšano absorpcijo nekaterih 
učinkovin v prebavnem traktu.(21)(22) Naringenin je eden najpomembnejših naravnih 
flavonoidov z mnogimi terapevtskimi indikacijami. Deluje antioksidativno, protitumorno, 
protivirusno, antibiotično, protivnetno in kardioprotektivno. Dobro raziskana je njegova 




1.3 TANKO ČREVO  
Ker je primarna naloga prebavnega trakta absorpcija, je temu tudi anatomsko, histološko in 
fiziološko prilagojen.(24) Zgradba posameznih odsekov prebavne cevi je odvisna od naloge, 
ki jo opravlja.(25) 
Tanko črevo tvorijo dvanajstnik (duodenum), zgornje črevo (jejunum) in spodnje črevo 
(ileum). Stena tankega črevesa je od svetline navzven sestavljena iz sluznice, podsluznice, 
mišične plasti in serozne mrene iz plasti veziva pokritega s ploščatimi epitelijskimi 
celicami (slika 3).  
Slika 3: Prikaz sestave stene tankega črevesa. Prirejeno po(26). 
Sluznico tvorijo epitelijska plast, lamina proprija (rahlo vezivo s krvnimi in limfnimi 
žilami in limfno tkivo) in mišična plast sluznice iz gladkih mišičnih celic.(25) V  epitelijski 
plasti sluznice ločimo več vrst celic: enterociti ali absorpcijske celice, čašice, ki izločajo 
mucin, enteroendokrine celice, ki proizvajajo hormone in peptide in celice M, ki prenašajo 
antigene prisotne v lumnu.(27) Glavni funkciji enterocitov ali površinskih absorpcijskih 
celic sta končna prebava in absorpcija vode in hranilnih snovi.(25) Apikalno membrano 
enterocitov pokrivajo mikrovilusi, ki močno povečajo absorpcijsko površino.(27)  Izražajo 
različne prenašalce, med seboj so povezane s tesnimi stiki in velikokrat igrajo pomembno 
vlogo pri določanju hitrosti in obsega absorpcije učinkovine. Prenašalci lahko učinkovino 
prenašajo iz lumna črevesa v kri in s tem povečujejo plazemsko koncentracijo učinkovine 
ali pa učinkovino prenesejo nazaj v lumen črevesa in s tem znižajo plazemsko 
koncentracijo učinkovine (efluksni prenašalci, ki delujejo v eliminatorni smeri). Epitelijske 
celice izražajo tudi nekatere metabolne encime in s tem pripomorejo h pred-sistemskemu 
metabolizmu.(28) Število čašic-mukoznih žlez v črevesnih resicah se povečuje proti ileumu. 
V tankem črevesu izločajo nevtralni mucin, ki ima vlogo lubrikacije in zaščite sluznice. 
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Čas prehoda tankega črevesa znaša 3 do 4 ure in je relativno konstanten, vsaj v primerjavi 
s prehodom želodca, ne glede na farmacevtsko obliko in vnos hrane. Da je omogočena 
čimbolj učinkovita absorpcija, je krvni pretok v tankem črevesu velik. K uspešni absorpciji 
pripomore tudi gibanje črevesne muskulature, ki vsebino dobro premeša in s tem omogoča 
razgrajenim komponentam hrane stik s sluznico, hkrati pa gibanje omogoči tudi pomik 
vsebine tankega črevesa v distalni smeri. Površina v tankem črevesu je namenjena 
absorpciji. Zaradi nagubanosti se notranja površina v tankem črevesu, preko katere se 
učinkovine lahko absorbirajo, poveča za kar 6000 – krat.(24) Absorpcijsko površino tankega 
črevesa povečujejo krožne gube iz sluznice in podsluznice (3x), črevesne resice (10x), 
mikrovilusi, ki so podaljški celične membrane epitelijskih celic (20x) in cevaste črevesne 
žleze ali Lieberkuhnove kripte (10x).(25) 
1.4 ABSORPCIJA IN PERMEABILNOST 
Absorpcijo zdravilnih učinkovin Farmacevtski terminološki slovar definira kot proces, pri 
katerem preide učinkovina z mesta aplikacije oziroma mesta absorpcije v centralni krvni 
obtok.(10) Za doseganje ustreznega in pričakovanega terapevtskega učinka mora zdravilna 
učinkovina prispeti na določeno mesto v ustrezni koncentraciji, kjer mora biti tudi prisotna 
ustrezen čas.(24) Zdravilo lahko apliciramo na različne načine, da dosežemo ali lokalni ali 
sistemski učinek. Če je zaželen sistemski učinek, se najraje poslužujemo oralne aplikacije, 
ki je tudi na splošno najpogostejša pot aplikacije zdravil. Ta pot je tudi za paciente 
najudobnejša in zato ljubša.(29) Učinkovine se najpogosteje absorbirajo v tankem črevesu, 
absorpcija je za večino učinkovin še posebej intenzivna v njegovem proksimalnem delu, za 
nekatere učinkovine pa je možna tudi v proksimalnem delu kolona. Ko farmacevtska 
oblika po peroralni aplikaciji doseže prebavni trakt, se mora učinkovina iz nje najprej 
sprostiti in raztopiti v prebavnih sokovih, da lahko nato preide bariere na poti do krvnih 
kapilar. Prvo bariero predstavlja mukus, ki ga učinkovine preidejo z difuzijo in je bariera le 
za nekatere redke učinkovine. Naslednja bariera, ki predstavlja pomembnejšo oviro za 
prehod številnih učinkovin, in ki jo imamo običajno v mislih kot bariero za absorpcijo, pa 
so lipofilne apikalne membrane celic sluznice v prebavnem traktu. Da se učinkovina dobro 
absorbira oz. da je dobro permeabilna, mora imeti ustrezne fizikalno kemijske lastnosti, kot 
so ustrezna hidro – lipofilnost, ionizacija in molekulska masa.(24) 
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1.4.1 ZGRADBA CELIČNE MEMBRANE 
Permeabilnost učinkovine na mestu absorpcije je odvisna od strukture molekule in njenih 
lastnosti, pa tudi od fizikalnih in biokemičnih lastnosti celičnih membran. Membrane so 
pomembne celične strukture, ki obdajajo celotno celico in predstavljajo bariero med celico 
in intersticijsko tekočino. Membrane prav tako obdajajo večino celičnih organelov (na 
primer mitohondrijska membrana). Polprepustne celične membrane učinkujejo kot 
selektivne bariere za prehod učinkovin, ki so prepustne za vodo, nekatere manjše molekule 
in lipofilne snovi, medtem ko ne prepuščajo ionov in velikih molekul, kot na primer 
proteinov.(28)  
Celična membrana je sestavljena iz lipidov (v glavnem so to fosfolipidi) in proteinov. (30)  
Celične membrane so navadno debele 70–100 Å .(28) Fosfolipidno strukturo tvorijo 
hidrofilna fosforilirana glicerolna glava in dva hidrofobna repa iz maščobnih kislin. 
Celično membrano lahko opišemo kot fosfolipidni dvosloj, pri katerem so hidrofilne glave 
obrnjene navzven (proti medceličnini in citosolu v notranjosti celice), hidrofobni repi pa 
navznoter. Dodatna lipidna komponenta je holesterol, ki skrbi za ustrezno fluidnost 
membrane pri povišanih in nizkih temperaturah. Proteini, ki tvorijo membrano so lahko 
integralni - vgrajeni v membrano, ali pa periferni - na zunanjem delu membrane, nanjo 
pritrjeni z elektrostatskimi silami. Primeri integralnih ali transmembranskih proteinov so 
membranski kanalčki, pore in receptorji. Periferni proteini opravljajo več celičnih funkcij, 
kot so signalizacija, prepoznavanje, membranski prenos in celična delitev. Lipidne 
komponente (fosfolipidi, holesterol) omogočajo visoko permeabilnost lipofilnim 
učinkovinam, kot so steroidni hormoni, CO2, kisik. Ti lipidi prav tako onemogočajo 
pasivno difuzijo hidrofilnim snovem; voda, glukoza, ioni. V celico lahko te vstopajo 




1.4.2 NAČINI PREHODA MOLEKUL SKOZI PLAST EPITELIJSKIH CELIC 
 
 
Slika 4: Možne poti absorpcije učinkovin v črevesu; A - paracelularna pot, B - olajšana 
paracelularna pot s pomočjo modulatorjev tesnih stikov, C - transcelularna pasivna difuzija 
(C* predstavlja možnost znotrajceličnega metabolizma), D - transcelularni prenos s 
pomočjo prenašalcev, E - transcelularna difuzija z mehanizmom apikalnega efluksa, F – 
transcelularni prenos z vezikularno transcitozo. Prirejeno po(27). 
Glede na mesto prehoda lahko učinkovine prehajajo med celicami ali paracelularno, in 
skozi celice ali transcelularno.(24) 
Pri paracelularni poti učinkovina difundira skozi vodne pore tesnih stikov med celicami 
enterocitov. V splošnem so učinkovine, ki se absorbirajo po tej poti, majhne hidrofilne 
molekule. Tako se absorbira zelo malo učinkovin, saj tesni stiki predstavljajo manj kot 
0,01 % skupne površine membrane v prebavni poti.(30) Tesni stiki proti kolonu postajajo 
vedno tesnejši, kar zmanjša permeabilnost polarnih učinkovin vzdolž prebavnega trakta.(27) 
Poznamo dva osnovna mehanizma transcelularnega prehoda: pasivna difuzija in transport s 
pomočjo prenašalnih proteinov, ki se deli še na olajšano difuzijo in aktivni transport. 
Pasivna in olajšana difuzija za potek ne potrebujeta vložka energije in potekata v smeri 
koncentracijskega gradienta. Aktivni transport pa za potek potrebuje vložek energije, saj 
prenaša molekule v smeri od nižje proti višji koncentraciji.(30) Obstajajo tudi drugi načini 
prehoda, predvsem so to različni mehanizmi endocitoze, kjer del membrane obda 
učinkovino in jo v takem kompleksu – veziklu prenese skozi membrano. Ti mehanizmi so 





Pasivna difuzija je najpogostejši absorpcijski mehanizem večine učinkovin. Proces je 
pasiven, saj ne porablja zunanje energije. Gonilna sila tega procesa je višja koncentracija 
učinkovine, tipično na mukozni strani, v primerjavi s krvjo. Po Fickovem zakonu o 
difuziji, molekule učinkovine prehajajo iz mesta z višjo koncentracijo do mesta z nižjo 
koncentracijo učinkovine.(28) Obseg pasivne transcelularne permeabilnosti je odvisen od 
obsega prenosa učinkovine skozi apikalno celično membrano enterocita, kar pa je 
pogojeno s fizikalno-kemijskimi lastnostmi učinkovine.(31) Zelo majhne, nenabite, 
nepolarne učinkovine, ki so lipofilne, skozi membrano potujejo hitro s pasivno difuzijo.(30) 
Molekule se lahko absorbirajo s pasivno difuzijo le v neionizirani obliki, bolje pa se 
raztapljajo, če so ionizirane. Za optimalno raztapljanje in absorpcijo je torej najbolj 
ugodno, da obstaja ravnotežje med ionizirano in neionizirano obliko.(24) 
TRANSPORT S POMOČJO PROTEINSKIH PRENAŠALCEV 
Pomanjkljivost transporta s pomočjo proteinskih prenašalcev je, da je ta proces, čeprav 
hitrejši kot difuzija, nasitljiv. Poleg tega je v absorptivni smeri tudi »ozkospecifičen«, 
zaradi česar se le redke učinkovine absorbirajo s temi mehanizmi. Hitrost prenosa s 
koncentracijo proste učinkovine sprva narašča do neke mejne koncentracije, ko se 
prenašalci nasitijo in nadaljnje povečanje koncentracije na hitrost nima več vpliva. Kot že 
omenjeno to vrsto transporta delimo na olajšano difuzijo in aktivni transport. Olajšana 
difuzija ne more potekati proti koncentracijskemu ali elektrokemičnemu gradientu in zato 
tudi ne potrebuje vnosa energije.(24) Voda, čeprav majhna molekula, ni lipofilna in mora 
zato za prehod membrane uporabiti transmembranski proteinski kanalček, kar je primer 
olajšane difuzije. Aktivni transport, tako kot olajšana difuzija, poteka s pomočjo 
prenašalnih proteinov, le da aktivni transport za to porablja energijo, saj prenaša molekule 
v nasprotno smer njihovemu elektrokemijskemu gradientu. Primer aktivnega transporta je 





1.5 MODELI ZA NAPOVEDOVANJE ABSORPCIJE 
Dobra absorpcija je ključna pri izbiri novih kandidatnih učinkovin za razvoj zdravila.(32) V 
fazah razvoja zdravila za peroralno uporabo je eden najpomembnejših vidikov za 
farmacevtsko industrijo dober napovedni model za permeabilnost prebavnega trakta v 
ljudeh.(29) Ker je iz enostavnih fizikalno kemijskih lastnosti kot so pKa, velikost molekule, 
molekulska masa in porazdelitveni koeficient težko napovedati sposobnost učinkovine za 
prehod epitelijske membrane, moramo le-te določiti tudi eksperimentalno z napovedjo 
absorpcije.(33) Pristopi, ki se jih v ta namen poslužujemo, so: permeabilnost skozi umetne 
membrane, in vitro biološki modeli (z uporabo tkiva ali celičnih kultur), in situ modeli, in 
vivo modeli črevesne perfuzije in pa in silico metode.(34) 
IN VITRO MODELI 
Uspeh in vitro modelov za določanje potenciala in mehanizma absorpcije učinkovin v 
prebavnem traktu je odvisen od tega kako dobro model posnema karakteristike in vivo 
situacije. Čeprav je in vitro težko poustvariti vse lastnosti intestinalne sluznice, je bilo v 
preteklosti razvito več sistemov, ki so to do različnih stopenj dosegli, vsak s svojimi 
prednostmi in slabostmi. Obstajajo različni in vitro modeli, ki uporabljajo izrezana tkiva, 
izolirane celice in membranske preparate ali pa gojene celice.(27) Pri in vitro modelih, pri 
katerih se uporablja tkiva, imenovanih tudi ex-vivo modeli, poskusi vključujejo 
funkcionalna tkiva ali organe izolirane iz organizma v umetnem okolju v kontroliranih 
pogojih. Dandanes se ex vivo študije z uporabo črevesnega tkiva izvajajo v difuzijskih 
celicah.(34) 
DIFUZIJSKE CELICE 
Difuzijske celice, ki so v uporabi, so večinoma modificirane Ussingove celice, katere sta 
razvila Ussing in Zerahn leta 1951 za merjenje pretoka ionov skozi žabjo kožo.(27) Kasneje 
se je to metodo veliko uporabljalo za določanje ionskega transporta skozi različne tipe 
membran, prav tako pa so se začele uporabljati za ugotavljanje metabolizma ksenobiotikov 
v črevesju.(32) Leta 1988 sta Sweetana in Grass posodobila in izboljšala Ussingovo celico – 
Sweetana Grass difuzijske celice (SG celice).(34) Optimizacije, ki so prisotne v Sweetana 
Grass difuzijskih celicah so: celice so izdelane le iz enega kosa poliakrilata, kar je 
odpravilo težavo puščanja tekočine med deli naprave, sistem omogoča tok tekočine 
vzporedno s površino tkiva, kot je to prisotno in vivo. Razmerje med površino tkiva in 
volumnom tekočin v celici je ključnega pomena za kvantificiranje nizkih permeabilnosti, 
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še posebej pri nizko topnih učinkovinah. SG celice uporabljajo manjše volumne tekočin in 
večje površine tkiva kot Ussingove celice. Pri metodi s SG celicami je tudi lažje 
nadzorovati temperaturo, saj se skupaj segreva po 6 ali več celic na večji površini 
aparature.(35) Novejše različice Ussingove celice omogočajo meritve električnih 
parametrov med poskusom.(27) S tem je omogočeno vrednotenje vitalnosti tkiva in njegove 
sposobnosti prenašanja ionov, z merjenjem tokovne upornosti, toka kratkega stika in 
transepitelijskega potenciala.(29) 
 
Slika 5: Shematski prikaz difuzijske celice Sweetana-Grass. 
Ussingove celice in njihove različice so široko uporabljan in vitro sistem, kjer je majhen 
del intestinalne sluznice pritrjen med dve celici napolnjeni s pufrom.(27) Čeprav je 
najpogosteje uporabljeno živalsko tkivo podganje tkivo, se v ta namen uporabljajo tudi 
zajčja, prašičja, pasja, opičja in mišja tkiva.(34) Uporaba živalskih modelov, poleg etičnih, 
predstavlja problem pri interpretaciji rezultatov zaradi specifičnih razlik v ekspresiji 
encimov in prenašalcev in fizioloških razlik s človeškim tkivom. Zato je zaželen človeški 
material, katerega je težje pridobiti v zadostnih količinah.(29) Podatki o permeabilnosti pri 
uporabi podganjega tankega črevesja dobro korelirajo s tistimi pridobljenimi s človeškim 
tkivom, zaradi česar je podgana uporaben in preprost model za napovedovanje intestinalne 
absorpcije pri ljudeh. To lahko pripišemo strukturnim in fiziološkim podobnostim, kot tudi 
enakemu vzorcu ekspresije prenašalcev med človeškim in podganjim tkivom.(34) Razmerje 
med odstotkom absorbirane učinkovine med človekom in podgano naj bi bilo zelo blizu 1, 
s koeficientom korelacije 0,97.(36) 
Metoda z difuzijskimi celicami ima več prednosti pred ostalimi in vitro metodami za 
raziskovanje absorpcije v prebavnem traktu. Največja prednost te metode, v primerjavi z 
metodo s celičnimi kulturami, je uporaba biološkega tkiva, ki zagotavlja primerne lastnosti 
membrane.(29) Prisotnost membranskih prenašalcev in encimov v fiziološko relevantnih 
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ravneh omogoča proučevanje vseh procesov absorpcije z enim samim modelom.(34) Prav 
tako lahko to metodo uporabimo na različnih predelih čreva, kar s celičnimi modeli 
dosežemo težje.(29) Metoda omogoča preučevanje razlik v permeabilnosti učinkovine glede 
na pozicijo oziroma segment prebavnega trakta. Permeabilnost lahko proučujemo v 
kombinaciji z metabolizmom učinkovine, kar dodatno pripomore k celostnemu modelu 
absorpcije in vivo.(34) Donorska raztopina z učinkovino je lahko nameščena na mukozni ali 
serozni strani tkiva, kar omogoča analizo dvosmernega prehoda (v absorptivni in v 
eliminatorni smeri) učinkovin skozi sluznico ter s tem oceno aktivnega transporta.(37) 
Kot pri vseh in vitro metodah, ima tudi uporaba difuzijskih celic svoje omejitve. Te 
izhajajo iz odsotnosti prekrvavljenosti in limfne drenaže tkiva. Čeprav je medij v katerem 
se izvaja poskus oksigeniran, je oksigenacija v primerjavi s tisto, ki jo nudi kri, slaba. 
Odsotnost prekrvavljenosti lahko predstavlja problem pri substancah, ki se morajo za 
dosego »sink« pogojev hitro odstranjevati iz akceptorske strani. Odsotnost limfne drenaže 
lahko rezultira v nabiranju zelo lipofilnih snovi v tkivu. Za metodo mora biti tkivo sveže 
zaradi hitrega upadanja vitalnosti tkiva, zato je tu tudi težko uporabiti človeško tkivo.(27) 
Slabost tega modela je tudi, da mora učinkovina prečkati celotno steno čreva, del katerega 
lahko omeji hitrost absorpcije in vitro, vendar in vivo ni vključen v ta proces, kar lahko 
rezultira v podcenjenih vrednostih prehoda.(32) In vitro modeli so nagnjeni h podcenjevanju 
aktivne absorpcije učinkovin, medtem ko precenjujejo aktivno eliminacijo učinkovin v 
primerjavi z in vivo situacijo.(37)  
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2. NAMEN DELA 
Glavni namen magistrskega dela je določitev permeabilnosti sestavin propolisa skozi 
sluznico tankega črevesa. V ta namen se bomo poslužili in vitro metode z uporabo 
dvoprostornih difuzijskih celic tipa Sweetana-Grass in izoliranega tankega črevesa podgan. 
Tovrstna analiza z uporabo propolisa še ni bila izvedena, zato bomo morali metodo 
preizkusiti in jo prilagoditi za delo z vzorcem s tako kompleksno sestavo. Iz podatkov 
pridobljenih po HPLC analizi rezultatov poskusa, bomo izračunali permeabilnostne 
koeficiente izbranih snovi ter jih ovrednotili.  
Zaradi velike popularnosti uporabe propolisa v zdravstvene namene se je v zadnjem času 
povečalo zanimanje in potreba po poznavanju njegove kemijske sestave, kljub temu pa še 
ni bilo razvite dovolj dobre analizne metode. Problem, na katerega so do sedaj naleteli 
mnogi raziskovalci, je kompleksna sestava propolisa in njena variabilnost. V različnih 
vzorcih propolisa so do sedaj uspeli identificirati več kot 300 različnih snovi, mnoge pa še 
vedno niso poznane. Zato bo bistveni poudarek dela na razvoju ustrezne HPLC analizne 
metode, ki bo vrhove dobro ločila, bo ponovljiva in časovno ugodna.  
V nalogi se bomo dotaknili tudi problema topnosti propolisa. Poleg ugotovitve, v katerem 
mediju se propolis najbolje raztaplja, bo eden od ciljev opredeliti njegovo topnost v 
prebavnih sokovih, kar je velikega pomena za optimalno absorpcijo učinkovin. V ta namen 
bomo propolis raztapljali v biorelevantnem mediju FaSSIF in raztopino analizirali s HPLC 
analizno metodo. 
Tekom dela bomo poskušali identificirati nekatere sestavine propolisa. Tega se bomo lotili 
tako z uporabo razvite HPLC analizne metode kot tudi s pomočjo HRMS sistema. S HPLC 
metodo bomo analizirali raztopine nekaterih snovi, za katere je bila v dosedanjih študijah 
dokazana prisotnost v propolisu, medtem ko nam bo analiza s HRMS sistemom omogočala 
še identifikacijo snovi, za katere standardnih raztopin nimamo na voljo. Identificiranim 
snovem, ki prehajajo tanko črevo, bomo s pomočjo določenih permeabilnostnih 





3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 PREISKOVANE SPOJINE 
• 10 % tinktura propolisa v 80 % etanolu, Medex d.o.o. 
• galangin, Medex d.o.o. 
• kavna kislina, Medex d.o.o. 
• krisin, Medex d.o.o. 
• naringin, Medex d.o.o. 
• pinocembrin, Medex d.o.o. 
• 70% tinktura propolisa 
3.1.2 SPOJINE ZA PRIPRAVO RAZTOPIN 
• natrijev hidrogenkarbonat, Merck KGaA, Nemčija, M = 84,01 g/mol 
• natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, Merck KGaA, Nemčija, M = 137,99 g/mol 
• natrijev klorid, Merck KGaA, Nemčija, M = 58,44 g/mol 
• kalijev klorid, Merck KGaA, Nemčija, M = 74,55 g/mol 
• kalcijev klorid dihidrat, Merck KGaA, Nemčija, M = 147,02 g/mol 
• magnezijev klorid heksahidrat, Merck KGaA, Nemčija, M = 203,30 g/mol 
• dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat, Merck KGaA, Nemčija, M = 177,99 g/mol 
• natrijev tauroholat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemčija 
• lecitin, Lipoid GmbH, Nemčija 
• D-glukoza, p.a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemčija, M = 180,16 g/mol 
• D-manitol, p.a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemčija, M = 182,18 g/mol 
• poloksamer 188, Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
• tween 80, Fluka Chemie AG, Švica 
• polietilen glikol 200 
• natrijev hidroksid 1M, Merck KGaA, Nemčija 
• klorovodikova kislina 1M, Merck KGaA, Nemčija 
• SIF prašek, Biorelevant.com, Združeno kraljestvo 
• agar-agar granule, Merck KGaA, Nemčija 
3.1.3 TOPILA 
• metanojska kislina, Merck KgaA, Nemčija 
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• fosforjeva kislina, Merck KgaA, Nemčija 
• raztopina amonijevega hidroksida, Honeywell Fluka, Nemčija 
• acetonitril, Honeywell Riedel-de-Haën, Nemčija 
• etanol 96%, Pharmachem, Slovenija 
• metanol, Honeywell Riedel-de-Haën, Nemčija 
• bidestilirana voda, Fakulteta za farmacijo, Slovenija 
3.1.4 PLINI 
• karbogen (5% ogljikovega dioksida, 95% kisika), Messer, Slovenija 
3.1.5 TKIVA 
• tanko črevo podgane: linija Sprague Dawley, Lek, oddelek Biološka kontrola, 
Slovenija (pridobljeno po usmrtitvi odvečnih laboratorijskih glodavcev). 
3.1.6 RAZTOPINE 
• Referenčna raztopina propolisa (koncentracija suhega propolisa v raztopini = 
0,08514 g/L): 
V 2 mL mikrocetrifugirko dodamo 20 μL 10 % tinkture propolisa v 80 % etanolu in 
do 2 mL napolnimo z etanolom (96 %). Raztopino dobro premešamo. 200 μL tako 
pripravljene raztopine odpipetiramo v 2 mL mikrocentrifugirko in jo do oznake 
napolnimo z 20 % acetonitrilom.  
• Mobilni fazi: 
o 0,1 % (v/v) vodna raztopina metanojske kisline: v 1 L bidestilirane vode 
dodamo 1 mL metanojske kisline in na magnetnem mešalu dobro 
premešamo. 
o Raztopina amonijevega fosfata s pH = 3: v 1 L bidestilirane vode dodamo 5 
mL fosforjeve kisline ter z amonijakom uravnamo pH na 3. Vseskozi 
mešamo na magnetnem mešalu. 
• Standardni Ringerjev pufer s pH 7,4:  
Na magnetno mešalo položimo 1 L merilno bučo in jo do približno ene tretjine 
napolnimo z bidestilirano vodo. Ob konstantnem mešanju v njej raztopimo v danem 
vrstnem redu: 0,525 g NaHCO3, 0,0137 g NaH2PO4 x H2O, 1,635 g NaCl, 0,0933 g 
KCl, 0,044 g CaCl2 x 2H2O, 0,061 g MgCl2 x 6H2O in 0,142 g Na2HPO4 x 2H2O. 
Pri dodajanju soli smo pozorni na to, da ne dodamo naslednje preden se predhodna 
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v celoti raztopi. Ko raztopimo vse soli, bučo dopolnimo z bidestilirano vodo do 
oznake in jo shranimo v hladilnik.  
• 10 mM raztopina D-glukoze v Ringerjevem pufru za prenos tkiva: 
v 500 mL bučki raztopimo 0,940 g D-glukoze v standardnem Ringerjevem pufru, ki 
ga dopolnimo do oznake. 
• 625 mM raztopina D-glukoze:  
v 25 mL bučki raztopimo 2,815 g D-glukoze v bidestilirani vodi in dopolnimo do 
oznake.  
• 625 mM raztopina D-manitola: 
V 25 mL bučki raztopimo 2,850 g D-manitola v bidestilirani vodi in dopolnimo do 
oznake. 
• 10 mM raztopina D-glukoze v Ringerjevem pufru: 
1,6 mL 625 mM raztopine D-glukoze odpipetiramo v 100 mL bučko in dopolnimo 
do oznake s standardnim Ringerjevim pufrom. 
• 10 mM raztopina D-manitola v Ringerjevem pufru: 
1,6 mL 625 mM raztopine D-manitola odpipetiramo v 100 mL bučko in dopolnimo 
do oznake s standardnim Ringerjevim pufrom. 
• Raztopine za pripravo elektrod: 
o 3,0 M raztopina KCL: 
111,8 g KCl raztopimo v 500 mL bidestilirane vode. 
o 3-4% raztopina agarja v 3 M KCl: 
1,75 g agarja v granulah damo v 50 mL 3 M KCl, segrevamo na grelni 
plošči z magnetnim mešalom do vretja, nato vzdržujemo raztopino na 
temperaturi 80-90°C. 
• Raztopina natrijevega tauroholata in lecitina v etanolu: 
V 10 mL čašo natehtamo 500 mg natrijevega tauroholata in 2 g lecitina ter do 
oznake napolnimo z etanolom. 
• Priprava FaSSIF medijev: 
o FaSSIF s standardnim Ringerjevim pufrom: v 200 mL čašo zatehtamo 0,448 
g SIF praška in do oznake dopolnimo s standardnim Ringerjevim pufrom. 
Shranimo v hladiniku. 
o FaSSIF po recepturi proizvajalca 
• Donorske raztopine (DR): 
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o DR1: 0,715 mL 70 % tinkture propolisa odpipetiramo v bučko, dodamo 5 
mL raztopine natrijevega tauroholata in lecitina v etanolu in dobro 
premešamo. 25 μL tako pripravljene raztopine odpipetiramo v 2,5 mL 10 
mM raztopino D-manitola v Ringerjevem pufru. 
o DR2: 0,2 mL 70 % tinkture propolisa odpipetiramo v epruveto, dodamo 2 
mL raztopine natrijevega tauroholata in lecitina v etanolu in dobro 
premešamo. 25 μL tako pripravljene raztopine odpipetiramo v 2,5 mL 10 
mM raztopino D-manitola v Ringerjevem pufru. 
o DR3: 25 μL 10 % tinkture propolisa odpipetiramo v 2,5 mL FaSSIF s 
standarnim Ringerjevim pufrom. 
o DR4: 5 mL 10 % tinkture propolisa odpipetiramo v epruveto, dodamo 5 mL 
80 % etanola in dobro premešamo. 25 μL tako pripravljene raztopine 
odpipetiramo v 2,5 mL FaSSIF s standardnim Ringerjevim pufrom. 
• Akceptorski medij: 
Na tehtalni čolniček natehtamo 5 g poloxamera 188, ga prenesemo v 500 mL bučo 
in dopolnimo do oznake s standardnim Ringerjevim pufrom. S tako pripravljeno 
raztopino do oznake dopolnimo 100 mL bučko, v katero smo predhodno 
odpipetirali 1,6 mL 625 mM raztopine D-glukoze. 
3.1.7 APARATURE IN PRIBOR 
• analitska tehtnica Exacta 300 EB, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
• HPLC sistem, Agilent Technologies 1100 Series, Nemčija 
• HRMS sistem, UltiMate 3000 tekočinski kromatograf ultra visoke zmogljivosti 
sklopljen z Exactive Plus Orbitrap masnim spektrometrom visoke ločljivosti, 
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
• EasyMount difuzijske celice s tokovnimi in napetostnimi elektrodami, 6- ali 8-
kanalni potenciometer z možnostjo vpenjanja toka ter napetosti (VCC MC6 in VCC 
MC8), Easy Mount; Physiologic Instruments, San Diego, Kalifornija, ZDA 
• termostatirana vodna kopel, M3 LAUDA, Lauda-Konigshöfen 
• magnetno mešalo MM-531, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
• pH meter 330i, WTW, Nemčija 
• polavtomatska pipeta 2-20 μL, Eppendorf, Nemčija 
• polavtomatska pipeta 20-200 μL, Eppendorf, Nemčija 
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• polavtomatska pipeta 100-1000 μL, Eppendorf, Nemčija 
• multikanalna pipeta 100 μL, Eppendorf, Nemčija 
• centrifuga, Eppendorf, Nemčija 
• ultrazvočna kadička Sonis 4, Iskra, Slovenija 
• steklovina: čaše, tehtiči, merilne bučke in buče 
• ostali inventar: spatule, nastavki za pipete, kapalke, epruvete, mikrotiterske plošče, 
falkonke, epice 
3.2 METODE 
3.2.1 VPLIV TOPNOSTI POSAMEZNIH SESTAVIN PROPOLISA NA 
RAZPOLOŽLJIVE KONCENTRACIJE ZA ABSORPCIJO 
Vzorec, ki ga je v vseh primerih predstavljala 10 % tinktura propolisa v 80 % etanolu, smo 
raztapljali v vrsti različnih medijev. Vse raztopine smo pripravili v enakih vsebnikih; 
prosojnih steklenih merilnih bučkah z ravnim dnom. Raztopine smo pripravili s stokratnim 
redčenjem tinkture v izbranem mediju do končne koncentracije suhega propolisa v 
raztopini 0,85135 g/L. 
Kinetično topnost smo preverjali z vizualno metodo, z uporabo HPLC analize pa smo 
preverjali koncentracije raztopljenih sestavin propolisa v različnih medijih. Vizualno smo 
raztopinam določali bistrost v primerjavi z vodo. Bučke smo gledali na dnevni svetlobi 
proti temnem ozadju. Raztopino smo ocenili kot bistro, če je bila bistrost enaka vodi. Če 
raztopina po 5 minutah od dodatka tinkture h mediju ni bila ocenjena kot bistra, smo jo 10 
minut centrifugirali pri 15000 g in nato ponovno ocenili bistrost. Vse pripravljene 
raztopine smo analizirali tudi s HPLC. Bistro raztopino ali supernatant po centrifugiranju, 
smo 2-krat redčili z etanolom in nato še 5-krat z 20 % acetonitrilom. Tako je bil vzorec 
enako redčen kot referenčna raztopina propolisa (0,085135 g/L). Pridobljene 
kromatograme smo nato primerjali s kromatogramom referenčne raztopine propolisa. 
3.2.2 PRIPRAVA UMERITVENE PREMICE 
Za spremljanje kvantitativnega prehoda sestavin propolisa skozi podganje črevo smo 
uporabili metodo z umeritveno premico. Pripravili smo 10 redčitev 10 % tinkture propolisa 




Slika 6: Shema priprave raztopin za umeritveno premico: krogi predstavljajo 1,5 mL 
»epice« (mikrocentrifugirke). V epici 1 in A smo dali 10 μL tinkture in ju do 1 mL 
napolnili z medijem, ki ga je predstavljal Ringerjev pufer z 1 % dodatkom poloksamera 
(akceptorski medij). Raztopino A smo nato odpipetirali v epico 2 (500 μL), epico 3 (200 
μL), epico 4 (100 μL) in v epico B (100 μL) ter vse do 1 mL dopolnili z akceptorskim 
medijem. Postopek smo nato ponovili še iz raztopine B in raztopine C. 
Tako pripravljene vzorce smo analizirali z razvito HPLC metodo in nato pripravili 
umeritvene premice za vrhove, ki so nas pri samem poskusu zanimali. Ker koncentracij 
posameznih snovi v propolisu nismo poznali, poznali smo namreč le koncentracijo 
osnovnega vzorca (85,14 g/L), smo le-te izračunali iz odstotka površine, ki ga vrh 
posamezne sestavine predstavlja v kromatogramu (enačba 1). 
 
 𝑐(𝑅𝑇𝑋) = %𝐴(𝑅𝑇𝑋) ∙ 85,14 𝑔/𝐿 ∙ 𝑅 enačba 1 
 
c (RTX)…… koncentracija preiskovane sestavine pri retencijskem času X  
%A(RTX)…… delež površine, ki ga vrh pri retencijskem času X predstavlja v 
celotnem kromatogramu 
R…… redčitev osnovnega vzorca z akceptorskim medijem  
S pomočjo umeritvenih premic smo izračunali koncentracije posameznih spojih 
propolisa, ki smo jih zaznavali na akceptorski strani in tako lahko izračunali nadaljnje 
permeabilnostne parametre. 
3.2.3 DELO Z DIFUZIJSKIMI CELICAMI TIPA SWEETANA-GRASS 
Za raziskovanje permeabilnosti sestavin propolisa smo uporabljali sistem dvoprostornih 
difuzijskih celic EasyMount™. Te sestavljata dve strani (donorska in akceptorska) med 
kateri s posebnim nastavkom vpnemo tkivo. Obe strani imata kanal za dotok plina (v 
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našem primeru karbogena) in vsaka po eno tokovno in eno napetostno elektrodo, ki sta 
priključeni na napetostno tokovni izvir (slika 7). Difuzijske celice so v kompletu po 8 ali 
po 6 priključene na vodno kopel, ki vzdržuje temperaturo med 36 in 37 °C. Medij v 
difuzijski celici ves čas prepihavamo s karbogenom, saj je to pomembno za oksigenacijo 
tkiva, hkrati pa zagotavlja tudi stalno kroženje in mešanje medija v celici. To prepreči 
nastanek koncentracijskega gradienta znotraj posamezne strani in zagotovi, da je edini 
koncentracijski gradient, ki vpliva na prehajanje učinkovin skozi tkivo, koncentracijski 
gradient preko membrane.  
 
Slika 7: Difuzijska celica EasyMount™. 
3.2.3.1 PRIPRAVA TKIVA  
Vsi izvedeni poskusi so bili v skladu z Zakonom o zaščiti živali (Uradni list RS, št. 38/13). 
Za poskus smo uporabili tanko črevo podgan linije Sprague Dawley. Živalim je bila 18 ur 
pred žrtvovanjem odtegnjena hrana, voda pa jim je bila dostopna ad libitum. Takoj po 
usmrtitvi s kontusijskim udarcem in izkrvavitvi je bilo črevesje odstranjeno od želodca do 
cekuma in shranjeno v ledeno-mrzli oksigenirani 10 mM raztopini D-glukoze v 
Ringerjevem pufru za prenos tkiva. Po prihodu v laboratorij, v katerem smo izvajali 
poskus, smo črevo najprej sprali z 10 mM raztopino D-glukoze v Ringerjevem pufru, da 
smo iz njega odstranili morebitne ostanke hrane. Tkivo smo nato odrezali na območju 
jejunuma, to je 20 cm od piloričnega sfinktra do 25 cm od ileocekalnega stika. Črevo smo 
nato narezali na približno 3 cm dolge odseke in jih razprli z zarezom po mezenterični meji, 
pri tem smo pazili, da segment ni vseboval Peyerjevih ploščic. Razprti segment tkiva smo 
vpeli v za to namenjen nastavek EasyMount P2252 z odprtino površine 1 cm2. Med 
celotnim postopkom smo tkivo, ki ga trenutno nismo obdelovali, shranjevali v 10 mM 
raztopini D-glukoze v Ringerjevem pufru, ki smo jo prepihovali s karbogenom. Nastavek z 
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vpetim tkivom smo nato vstavili v difuzijsko celico tako, da je bila mukozna stran tkiva 
obrnjena proti donorski strani.  
3.2.3.2 PRIPRAVA ELEKTROD  
Za merjenje elektrofizioloških parametrov smo uporabljali Ag/AgCl elektrode. 
Modificirane 200 μL nastavke za polavtomatsko pipeto smo napolnili s toplo 3-4 % 
raztopino agarja v 3M KCl in jim pristrigli konce tako, da so se prilegale odprtinam 
difuzijskih celic. Tako pripravljene nastavke smo do uporabe shranili v čaši napolnjeni z 
raztopino KCl, pokriti s parafilmom, v hladilniku. Nastavke, v katerih ni bilo prisotnih 
zračnih mehurčkov, smo namestili na elektrodne glave. Dan pred samo izvedbo poskusa 
smo elektrode tudi preverjali toliko časa, kot naj bi trajal poskus, tj. 3 ure.  
3.2.3.3 POTEK POSKUSA  
o Vklopimo napetostno tokovni izvir in vse potenciale nastavimo na vrednost 0,0. 
o V stojala vpnemo difuzijske celice s praznimi nastavki za tkivo. 
o Vključimo vodno kopel in počakamo, da se sistem segreje. 
o Iz hladilnika vzamemo pripravljene elektrode, jih speremo s prečiščeno vodo in jih 
vstavimo v za to namenjene odprtine v celicah tako, da sta napetostni elektrodi 
bližje nastavku za tkivo kot tokovni elektrodi. 
o Celice napolnimo z 2-3 mL Ringerjevega pufra in priključimo dotok karbogena. 
o Izmerimo napetost, ki je posledica asimetrije med elektrodama in jo po potrebi 
naravnamo na vrednost 0 mV. V primeru, da je absolutna vrednost asimetrije višja 
od 10 mV, česar ni mogoče ročno kompenzirati, zamenjamo elektrode. 
o Izmerimo tok, ki mora biti stabilen in meriti okoli 60 μA. V nasprotnem primeru je 
potrebna menjava tokovnih elektrod. 
o Ko je tkivo pripravljeno za obdelavo, iz difuzijskih celic odstranimo pufer. 
o Na nastavke vpnemo tkivo z mukozno stranjo obrnjeno proti iglicam. Nastavke 
nato vstavimo v celice, kot je to opisano zgoraj. 
o Celice napolnimo z ustreznimi inkubacijskimi mediji in tako pripravljen sistem 
pustimo čakati približno 25 min, da se tkivo prilagodi na pogoje (ekvilibracija): 
o 2,5 mL 10 mM raztopine D-manitola v Ringerjevem pufru na donorsko 
stran in 10 mM raztopino D-glukoze na akceptorsko stran ali 
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o 2,5 mL Ringerjevega pufra na donorsko stran in 10 mM raztopine D-
glukoze v Ringerjevem pufru z 1% dodatkom poloksamera 188 na 
akceptorsko stran. 
o V primeru drugega poskusa, inkubacijski medij ni bil enak mediju v katerem smo 
izvajali poskus. Po krajši inkubaciji v inkubacijskem mediju smo zato preverili 
vpliv donorskega medija (FaSSIF z Ringerjevim pufrom) na tkivo pred dodatkom 
donorske raztopine. Tkivo smo v donorskem mediju pustili 20 min in mu s tem 
omogočili ekvilibracijo. 
o Pred dodatkom donorske raztopine odčitamo vrednosti kratkostičnega toka in 
transepitelijskega potenciala. 
o V donorski medij dodamo 25 μL donorskih raztopin po shemah: 
o Poskus 1: 
o sistem s 6 difuzijskimi celicami: celice od 1 do 6: DR1 
o sistem z 8 difuzijskimi celicami: celice 1-7 in celica 8: DR2 
o Poskus 2: 
o Sistem s 6 difuzijskimi celicami: celice 1-6: DR4 
o Sistem z 8 difuzijskimi celicami: celici 2 in 3: DR4, celice 6,7 in 8: 
DR3 
o Na 25 min odčitavamo EF parametre in odvzemamo vzorce velikosti 250 μL iz 
akceptorske strani. Vzorce zbiramo na mikrotitrski plošči, v vdolbine katere smo 
pred posameznim vzorčenjem dodali 50 μL acetonitrila. Odvzeti del nadomestimo 
z 250 μL akceptorskega medija. Tako vzorčimo do 175 min po dodatku donorske 
raztopine. 
o Po zadnjem odvzemu vzorca poskus zaključimo s tako imenovanim »glukoznim 
testom«. Na donorsko stran (2,5 mL) difuzijskih celic dodamo 100 μL 625 mM 
raztopine D-glukoze (do končne koncentracije 100 mM) in v roku cca. 2 min 
ponovno odčitamo EF parametre. Zabeležimo najvišji transepitelijski potencial v 
tem času. 
o Spraznimo difuzijske celice in preverimo še asimetrijo elektrod. Elektrode nato 
speremo s prečiščeno vodo in jih shranimo nazaj v 3M KCl v hladilnik. 
o Tkiva zavržemo, difuzijske celice in nastavke očistimo v ultrazvočni kadički, jih 
nato speremo s prečiščeno vodo in posušimo pri sobni temperaturi. 
o Vzorce analiziramo s HPLC. 
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3.2.3.4 MERJENJE ELEKTROFIZIOLOŠKIH PARAMETROV 
Za oceno vitalnosti in integritete tkiva smo tekom celotnega poskusa s pomočjo 6- ali 8-
kanalnega napetostno tokovnega vira (VCC MC6 ali VCC MC8), na katerega so bile 
priključene difuzijske celice, merili elektrofiziološke parametre – kratkostični tok Isc in 
transepitelijski potencial UTE. S pomočjo teh meritev smo na podlagi Ohmovega zakona 






∙ 𝐴 enačba 2 
 
R …… transepitelijska upornost (TEU) [mΩcm2] 
ΔU……transepitelijski potencial [mV] 
I……izmerjeni tok pri vpeti napetosti 0 mV [μA] 
A……površina izpostavljenega tkiva v difuzijski celici [cm2] 
Transepitelijski potencial (UTE) je posledica prenosa ionov preko membrane. Predpogoj za 
tovrstno napetost je asimetrična razporeditev ionskih kanalčkov na apikalni in bazolateralni 
strani epitelijskih celic. Neto vsota premikov negativno ali pozitivno nabitih delcev iz 
apikalne h bazolateralni strani ustvarja transepitelijski potencial.(38) 
Kratkostični tok je definiran kot tok, ki je potreben za spremembo transepitelijskega 
potenciala iz trenutne vrednosti na vrednost 0.(39) Njegovo vrednost dobimo tako, da 
napetost vpnemo na vrednost 0 mV.  
Transepitelijska upornost je merilo integritete tkiva. Integriteta tkiva je odvisna od 
postavitve in prepustnosti tesnih stikov med epitelijskimi celicami.(38) Nizka vrednost  
transepitelijske upornosti nakazuje povišano permeabilnost tesnih stikov in s tem nižjo 
integriteto membrane.(39) 
OCENA VITALNOSTI TKIVA 
Tkivo smo ocenili kot vitalno, če je po dodatku raztopine glukoze med t.i. »glukoznim 
testom« absolutna vrednost UTE znašala vsaj 1,1 mV oziroma je postala vsaj za 0,3 mV bolj 
negativna. Pomemben kriterij pa so predstavljale tudi izračunane vrednosti transepitelijske 
upornosti. Po izkušnjah iz predhodnih analiz permeabilnosti v tem laboratoriju, smo tkivo 
opredelili kot vitalno, če so le-te tekom celotnega poskusa znašale 18 Ωcm2 ali več. O 
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vitalnosti in integriteti tkiva smo lahko sklepali tudi med samim potekom poskusa s 
spremljanjem vrednosti ISC in UTE, če so se te med poskusom drastično spreminjale (na 
primer velik padec toka), tkivo najverjetneje ni bilo vitalno. Upoštevajoč vse navedene 
parametre, smo za izračun Papp upoštevali le podatke pridobljene v časovnih točkah, pri 
katerih smo tkivo ocenili kot vitalno.  
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3.2.4 IZRAČUN NAVIDEZNEGA PERMEABILNOSTNEGA KOEFICIENTA 
Količino snovi, v našem primeru maso snovi, ki je prešla tkivo v določenem času (dQ/dt), 
smo izračunali iz podatkov o koncentracijah snovi po HPLC analizi vzorcev odvzetih iz 
akceptorske strani, s pomočjo enačbe 3: 
 
𝑄𝑡 = (∑ 𝑉𝑠 ∙ 𝐶𝑖
𝑁−1
𝑖=1
) + 𝐶𝑡 ∙ 𝑉𝑎 enačba 3 
Qt ……količina preiskovane snovi, ki je prešla tkivo v času t [g] 
Vs……volumen vzorca, ki smo ga odvzeli v vsaki časovni točki [L] 
Ci……koncentracije izmerjene pri prejšnjih vzorcih [g/L] 
Ct……koncentracija ob času t (čas odvzema vzorca) [g/L] 
Va……volumen akceptorske raztopine [L] 
Za izračun količine snovi, ki je prešla tkivo v določenem času, lahko uporabimo tudi 
enačbo 4:  
 𝑑𝑄
𝑑𝑡
= 𝑘 ∙ (𝐶𝑑 − 𝐶𝑎) enačba 4  
dQ
dt
……hitrost difuzije [g/h] 
k ……konstanta difuzije [L/h] 
Cd……koncentracija preiskovane snovi v donorski celici [g/L]  
Ca……koncentracija preiskovane snovi v akceptorski celici [g/L] 
Ker pa vemo, da je koncentracija snovi tekom celotnega poskusa mnogo višja v donorski 




= 𝑘𝑑 enačba 5 
Če enačbo 5 integriramo po času od 0 do t, dobimo enačbo 6, preko katere lahko izpeljemo 








𝑘𝑑 ∙ ∫ 𝑑𝑡
𝑡
0
 enačba 6  
 
 𝑄𝑡 = 𝑘𝑑 ∙ 𝑡 + 𝑛 enačba 7 
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S pomočjo enačbe 3 izračunamo Qt in narišemo graf Qt v odvisnosti od časa (t). Kd  
izračunamo s pomočjo linearne regresije iz linearnega dela dobljenega grafa (t.i. »steady 
state«). Začetni nelinearni del grafa pri izračunu kd ne upoštevamo. 
 
Slika 8: Graf Qt v odvisnosti od časa (t). 
S pomočjo izračunane nove konstante difuzije kd, lahko z enačbo 8, izračunamo fluks 






 enačba 8 
 




A……površina izpostavljenega tkiva [cm2] 
Na podlagi izračunanega pretoka nato z uporabo enačbe 8 izračunamo navidezni 





 enačba 9 
Papp……navidezni permeabilnostni koeficient [cm/sek]  
Papp predstavlja tako lastnosti membrane kot lastnosti spojin. Za spojine, ki skozi tkivo 
prehajajo pasivno, velja, da Papp ni odvisen od koncentracije spojine v donorski celici. Če 
pa spojina aktivno prehaja skozi tkivo, je Papp lahko odvisen od njene koncentracije v 
donorski celici.(40)(41) Študije navajajo tudi, da imajo molekule, ki tkivo prehajajo le 
paracelularno nizke vrednosti Papp, medtem ko visoke vrednosti Papp povezujejo z 
molekulami, ki tkivo prehajajo transcelularno.(34) 
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3.2.5 ANALIZNE METODE 
3.2.5.1 RAZVOJ ANALIZNE METODE S HPLC 
Pri razvoju metode smo izhajali iz podatkov že narejenih študij sestave propolisa. Največ 
študij navaja uporabo reverznofazne HPLC metode z gradientno elucijo, kjer mobilno fazo 
predstavlja vodna raztopina kisline in polarno organsko topilo, najpogosteje metanol ali 
acetonitril.(14)(42) Ker je propolis zmes veliko različnih snovi, ki imajo različne lastnosti, 
vsebuje tako polarne kot nepolarne snovi, je bila izbira gradientne elucije smiselna 
odločitev. Gradientne elucije se namreč poslužujemo, kadar ločujemo vzorce, ki vsebujejo 
snovi z zelo različnimi retencijskimi časi, tako namreč zmanjšamo čas analize.(43) Z 
opiranjem na parametre, navedene v študijah, in njihovim prilagajanjem smo želeli razviti 
metodo, ki bo omogočala dobro ločbo vrhov, ki bodo čisti, in tako predstavljala zanesljiv 
način določanja kvalitativne in kvantitativne sestave propolisa. Tekom razvoja analizne 
metode smo spreminjali nastavitve metode. Preizkušali smo različne mobilne faze in 
organske modifikatorje, gradientne programe elucije, kolone in tudi različne priprave 
vzorcev za analizo.  
Preizkušani mobilni fazi sta bili 0,1 % (v/v) vodna raztopina metanojske kisline in 
raztopina amonijevega fosfata s pH~3. Kot organski modifikator smo preizkusili acetonitril 
in njegove mešanice z različnimi deleži metanola (50 %, 60 %, 65 % in 70 %).  
Uporabili smo 3 različne kolone: 
• Luna 3µm C8 100 A, 150 × 4,6 mm 
• Synergi 4µm Fusion – RP 80, 250 × 4,60 mm 
• Ascentis Express C18, 15 cm × 4,6 mm, 2,7 µm 
3.2.5.2 HRMS 
Za kvalitativno analizo propolisa, smo se poleg primerjave HPLC kromatogramov 
standardov in propolisa, ter njihovih UV spektrov, poslužili tudi analize s HRMS 
sistemom. V viale smo tekom HPLC analize zbirali različne frakcije. Pri tem smo 
poskušali v vialo zajeti le en vrh, sploh če se je ta pokazal kot čist. Tako smo zajeli 18 
frakcij, ki smo jih nato analizirali s HRMS sistemom. 
Nastavitve analize:  
• LC del: 
• Kolona: Kinetex C18 50x2,1, 2,6 µm, Phenomenex, ZDA 
31 
 
• Mobilna faza: A – 0,05 % mravljinčna kislina; B – Metanol 
• Elucijski program:  20 % faze B do 2 min, 20-80% faze B do 4 min; nato 1 
min reekvilibracija na 20% faze B 
• Pretok: 0,5 mL/min 
• Temperatura kolone: 40 °C 
• Volumen injiciranja: 1 µL 
• MS del: 
• HESI ionski izvor 
• Zajem masnih spektrov v »full scan« načinu: 
-        Pozitivna in negativna ionizacija 
-        Območje: 100-1000 m/z 





4.1 RAZVOJ HPLC METODE 
Razvoja analizne metode smo se lotili z uporabo metode, ki jo je za isti vzorec v svojem 
diplomskem delu razvila Urša Nabernik.(44) Uporabili smo kolono Luna 3µm C8 100 A, 
150 × 4,6 mm, mobilna faza je bila sestavljena iz faze A, 0,1 % metanojske kisline, in 
faze B, acetonitrila, katerega delež se je spreminjal po časovnem programu v 
preglednici II. Pretok je znašal 1 mL/min, volumen injiciranja je bil 50 µL, temperatura 
kolone pa 50 °C. Vzorec (10% tinktura propolisa v 80% etanolu) smo za analizo 
pripravili tako, da smo ga 100-krat redčili z 96% etanolom (v nadaljevanju etanol) in 
nato še 100-krat z 20% acetonitrilom. Čas analize je znašal 60 minut. S to metodo smo 
pridobili kromatogram na sliki 9. 
Preglednica II: Časovni program spreminjanja mobilne faze. 
ČAS [min] 0 35 50 55 60 
% FAZE B 20 40 60 70 70 
 
 
Slika 9: Kromatogram 10000-krat redčene 10 % tinkture propolisa. 
Ker s pridobljenim kromatogramom nismo bili zadovoljni, vrhovi so bili nizki, 
nesimetrični in se med seboj prekrivali, smo naslednjo analizo izvedli pod istimi pogoji 
le z 10-krat manj redčenim vzorcem. Tako smo pripravili referenčno raztopino propolisa 
in dobili kromatogram, ki je imel višje in ožje vrhove, ki pa so se še vseeno prekrivali in 
bili nesimetrični. Hkrati smo povečali tudi volumen injiciranja na 100 µl.  
Na dobro ločbo vrhov vpliva tudi temperatura kolone. Za ločbo sestavin propolisa 
študije navajajo optimalne temperature med 25 in 40 °C, kot najboljšo izbiro pa 30 
°C.(42) Mi smo za delo izbrali temperaturo 40 °C, ki je prinašala dobre rezultate.  
Ker imajo nekatere fenolne spojine več absorpcijskih maksimumov, je priporočena 
souporaba več UV fotodiod oz. sočasno snemanje kromatogramov pri več valovnih 
dolžinah.(14) Vse analize so potekale s sistemom, ki je vseboval detektor z nizom diod 
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(UV-DAD). Z analizo UV spektrov posameznih vrhov v kromatogramu smo določili 
optimalno območje detekcije. V večini primerov je bila optimalna valovna dolžina 
detekcije 260 ± 16 nm.  
4.1.1 IZBIRA KOLONE 
Ker prejšnje metode niso dosegale želenih ciljev, smo se lotili menjave kolone, ob tem 
pa vse ostale parametre ohranili enake. Uporabili smo kolono Synergi 4µm Fusion – RP 
80, 250 × 4,60 mm. Iz kromatograma je bilo razvidno, da so se snovi začele izločati iz 
kolone kasneje kot pri prvotni koloni, kar bi preveč podaljšalo čas meritve. Kolono smo 
zato zamenjali s kolono tipa C18, ki jih tudi druge študije navajajo kot najbolj primerne 
za analizo propolisa.(42) Uporabljena kolona Ascentis Express C18, 15 cm × 4,6 mm, 2,7 
µm je z visoko učinkovitostjo omogočila v kromatogramu ozke, simetrične vrhove 
(slika 10). Vseeno pa smo ocenili, da bi lahko ločljivost še izboljšali.  
 
Slika 10: Kromatogram referenčne raztopine propolisa posnet s kolono Ascentis Express 
C18, 15 cm × 4,6 mm,2,7 µm. 
4.1.2 IZBIRA MOBILNE FAZE IN OPTIMIZACIJA GRADIENTEGA 
PROGRAMA  
Pri enakih pogojih analize, s povišanim volumnom injiciranja in novo kolono, smo 
poskusili izboljšati metodo z menjavo mobilne faze.  
FAZA A 
Prvotno fazo A mobilne faze (0,1% metanojsko kislino) smo zamenjali z raztopino 
amonijevega fosfata s pH~3, kot organski modifikator ali fazo B pa smo ohranili 
acetonitril. Menjava mobilne faze se je izkazala kot dobra izbira, saj smo na 
pridobljenem kromatogramu na sliki 11 opazili ožje vrhove, večina se jih je že bolje 
ločila, prav tako pa smo opazili tudi nekatere nove vrhove, ki jih pri prejšnjih analizah 
ni bilo. 













Slika 11: Kromatogram pridobljen z uporabo amonijevega fosfata s pH~3 kot faza A 
mobilne faze. 
FAZA B IN OPTIMIZACIJA GRADIENTREGA PROGRAMA 
Kot novo fazo B smo preizkušali različne mešanice acetonitrila in metanola. S spremembo 
organskega modifikatorja lahko vplivamo na selektivnost ločbe. Metanol ima manjšo 
elucijsko moč kot acetonitril, zato smo pričakovali, da se bo z dodatkom le-tega izboljšala 
ločba polarnih snovi.(43) Najprej smo analizo izvedli z organskim modifikatorjem, ki sta ga 
predstavljala acetonitril in metanol v razmerju 1:1. S takšno fazo B smo dosegli izboljšanje 
metode. Pri do sedaj izbranih nastavitvah metode smo se odločili za optimizacijo 
gradientnega programa. Kljub vsem izboljšavam smo namreč na vseh dosedanjih 
kromatogramih opažali veliko število vrhov, torej snovi, ki so se izločile v prvih 20 
minutah elucije. Zato smo na tem delu želeli gradient narediti bolj položen. Preizkušali 
smo vrsto različnih gradientov in kot najbolj optimalnega za to izbrano mobilno fazo 
izbrali časovni program, ki je predstavljen v preglednici III, z uporabo katerega smo 
pridobili kromatogram prikazan na sliki 12. 
Preglednica III: Časovni program spreminjanja mobilne faze. 
ČAS [min] 0 20 40 45 55 60 
% FAZE B 20 36 50 53 70 70 
 
 
Slika 12: Kromatogram pridobljen po časovnem programu iz preglednice III z uporabo 
acetonitrila in metanola v razmerju 1:1 kot faza B. 











 DAD1 A, Sig=280,64 Ref=off (PROPOLISEVA\PROPOLIS 2019-04-18 14-13-51\POSKUS0000001.D)







 DAD1 A, Sig=280,64 Ref=off (PROPOLISEVA\TEST000021.D)
35 
 
Ker je dodatek metanola v mobilni fazi prinesel želene spremembe, smo še zvišali njegov 
delež. Preizkušali smo mešanice z deleži metanola 60%, 65% in 70%. Najlepše rezultate 
smo dosegali z organskim modifikatorjem, ki ga je prestavljala zmes acetonitrila in 
metanola v razmerju 40:60. 
4.1.3 PARAMETRI RAZVITE HPLC METODE 
Tako smo dobili optimizirano metodo, s katero smo nato analizirali vse vzorce, 
pridobljene med poskusom z difuzijskimi celicami, preverjali topnost propolisa in s 
katero smo analizirali tudi standarde nekaterih snovi, za katere je bilo dokazano, da so 
prisotne v propolisu in tako poskusili tudi kvalitativno določiti naš vzorec. Parametri 
metode so predstavljeni v preglednici IV.  
Preglednica IV: Parametri metode in pogoji meritev. 
VOLUMEN 
INJICIRANJA 
PRETOK MOBILNA FAZA 
10 μL 1 mL/min 
Faza A: Amonijev fosfat pH~3  








Ascentis Express C18 
40 °C 260 +/- 16 nm 
15 cm x 4,6 mm 2,7 µm 
 
Uporabljen časovni program gradientne elucije je predstavljen v preglednici III. 
 
Slika 13: Kromatogram referenčne raztopine propolisa pridobljen z optimizirano metodo.  
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4.2 VPLIV TOPNOSTI POSAMEZNIH SESTAVIN PROPOLISA NA 
RAZPOLOŽLJIVE KONCENTRACIJE ZA ABSORPCIJO  
Z ozirom na že izvedene poskuse s propolisom v laboratoriju, smo 10% tinkturo 
propolisa najprej raztapljali v etanolu in acetonitrilu in ugotovili, da se v obeh topili 
dobro raztaplja. Ker pa ti dve topili nista primerni za izvajanje poskusa na podganjem 
črevesju, smo topnost tinkture preizkušali v medijih, ki bi potencialno lahko bili 
primerni za izvedbo poskusa.  
Najprej smo preverjali njegovo kinetično topnost v mediju, ki se najpogosteje uporablja 
kot donorski medij za poskus z difuzijskimi celicami, 10 mM raztopino D-manitola v 
standardnem Ringerjevem pufru. Raztopina je bila ob dodatku tinkture motna. Topnost 
v tem mediju smo poskušali izboljšati z 1 % dodatkom raztopine natrijevega tauroholata 
in lecitina v etanolu, vendar je bila tudi tako pripravljena raztopina še vedno motna.  
Zato smo pripravili 6 novih raztopin, v katerih smo 100-krat redčili tinkturo in vizualno 
preverjali njeno kinetično topnost, s pomočjo HPLC analize pa preverjali koncentracije 
raztopljenih sestavin propolisa v teh medijih . Pripravili smo standardni Ringerjev pufer 
(RP) in 5 različic le-tega z 1 % dodatkom različnih sotopil. Večina tako pripravljenih 
raztopin je bila ob dodatku tinkture motna, zato smo jih najprej za 5 minut dali na 
centrifugo pri 15000 g. Nekatere se tudi po centrifugiranju še niso zbistrile, zato smo jih 
ponovno centrifugirali, tokrat 10 minut pri 15000 g. Podatki o vizualni analizi raztopin 
med pripravo so v spodnji preglednici. 






IZGLED PO PRVEM 
CENTRIFUGIRANJU             
(5min pri 15000 g) 
IZGLED PO 
DRUGEM 
CENTRIFUGIRANJU                
(10 min pri 15000 g) 
Ringerjev pufer (RP) motno motno bistro 
RP + raztopina 
natrijevega tauroholata 
in lecitina v etanolu motno motno bistro 
RP + Tween 80 rahlo motno bistro bistro 
RP + Poloksamer 188 bistro bistro bistro 
RP + PEG 200 motno motno bistro 




Raztopine oziroma njihove supernatante smo analizirali z razvito HPLC metodo in 
njihove kromatograme primerjali s kromatogramom referenčne raztopine propolisa. 
Kromatogrami, kjer so bili kot medij uporabljeni Ringerjev pufer, RP z 1 % dodatkom 
PEG 200, RP z 1 % dodatkom etanola, RP z 1 % dodatkom raztopine natrijevega 
tauroholata in lecitina v etanolu, niso dobro korelirali s kromatogramom referenčne 
raztopine. Pri vseh redčenih supernatantih smo opazili odsotnost več v referenčni 
raztopini dobro opaznih vrhov, nekateri vrhovi so se prekrivali, vsi vrhovi pa so bili 
precej nižji. Iz tega lahko sklepamo, da se v teh topilih nekatere sestavine propolisa ne 
raztapljajo, ali pa se to dogaja v zelo majhni meri, ostale pa se raztapljajo v manjši meri 
kot v topilih, ki smo jih uporabili za pripravo referenčne raztopine. Kromatograma, kjer 
smo vzorec raztapljali v RP z 1 % dodatkom Tweena 80 in RP z 1 % dodatkom 
poloksamera 188 pa sta bila dobro primerljiva z referenčno raztopino. Na 
kromatogramu medija z dodatkom Tweena 80 smo opazili, da manjkata le 2 vrhova, 
medtem, ko smo na kromatogramu medija z dodatkom poloksamera 188 zaznali vse 
vrhove enake kot na kromatogramu referenčne raztopine. Tudi v teh dveh 
kromatogramih so bili vrhovi nekoliko nižji. Za nadaljnje delo smo se odločili, da bomo 
kot akceptorski medij pri poskusih z difuzijskimi celicami uporabljali raztopino 
standardnega Ringerjevega pufra z 1 % dodatkom poloksamera 188. 
 
Slika 14: Kromatogram referenčne raztopine propolisa. 
 
Slika 15: Kromatogram, kjer je bil kot medij uporabljen RP z 1 % dodatkom poloksamera 
188. 
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Za optimalno absorpcijo učinkovine je velikega pomena tudi njena topnost v prebavnih 
sokovih.(24) Da bi preverili, ali topnost v prebavnih tekočinah predstavlja pomembno 
oviro za absorpcijo nekaterih sestavin propolisa, smo pripravili biološko relevanten 
medij FaSSIF (Fasted State Simulated Intestinal Fluid), ki posnema prebavne sokove v 
tankem črevesu. Pripravili smo dve različici tega medija, pri prvi smo kot pufer, v 
katerem smo raztopili prašek SIF, uporabili Ringerjev pufer, pri drugi pa smo pufer 
pripravili po recepturi, ki jo prilaga proizvajalec SIF praška. S tema medijema smo nato 
100-krat redčili 10% tinkturo propolisa v 80% etanolu, raztopino nato 10 minut 
centrifugirali pri 15000 g, odvzeli supernatant in ga 2-krat redčili z etanolom, nato pa še 
5-krat z 20% acetonitrilom, ter ju pomerili s HPLC. Obe raztopini sta bili na pogled 
pred centrifugiranjem motni in se po njem zbistrili. Sama kromatograma se od 
kromatograma referenčne raztopine propolisa ne razlikujeta veliko. V obeh smo zaznali 
vse vrhove, ki se pojavljajo tudi v referenčnem pri enakih retencijskih časih, razlikujejo 
se le v višini. Čeprav je koncentracija suheha propolisa v vseh raztopinah enaka 
(0,08514 g/L), so vrhovi, kjer smo za medij uporabili katerokoli od različic FaSSIF-a, 
za približno polovico nižji. Opazimo tudi, da je na kromatogramu, kjer je medij 
predstavljal FaSSIF pripravljen z uporabo RP (slika 17), vrh pri retencijskem času 32 
minut občutno nižji od vrha pri enakem retencijskem času na kromatogramu, kjer je bil 
kot medij uporabljen FaSSIF pripravljen po recepturi proizvajalca. Iz tega lahko 
sklepamo, da se snovi, ki jih lahko detektiramo s HPLC metodo, v prebavnih sokovih 
raztapljajo, a ne popolnoma, uporaba Ringerjevega pufra pa še dodatno predstavlja 
oviro topnosti snovi z retencijskim časom 32 minut. 
 
Slika 16: Kromatogram, kjer je bil kot medij uporabljen FaSSIF pripravljen po recepturi 
proizvajalca. 
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Slika 17: Kromatogram, kjer je bil kot medij uporabljen FaSSIF pripravljen z uporabo 
Ringerjevega pufra. 
4.3 IDENTIFIKACIJA NEKATERIH SESTAVIN PROPOLISA 
Za analizo in identifikacijo kompleksnih vzorcev je najpogosteje uporabljena analitska 
tehnika GC-MS (plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo). Ker pa 
propolis vsebuje zelo malo zadostno hlapnih snovi, redko predstavljajo več kot 1 % mase 
vzorca, ni primeren za analizo s plinsko kromatografijo.(42) Zaradi relativno polarne narave 
mnogih sestavin propolisa so se kot najbolj popularne tehnike analize in identifikacije 
izkazale HPLC-DAD in LC-MS, katerih smo se posluževali tudi tekom našega dela.  
V sklopu naloge smo želeli do neke mere ovrednotiti kvalitativno sestavo propolisa. Že 
iz kromatograma referenčne raztopine propolisa je razvidno, da je, kot so to ugotavljale 
že druge študije, propolis sestavljen iz vrste različnih substanc. Mnoge raziskave kot 
sestavine propolisa navajajo krisin, galangin, pinocembrin, naringin idr.(45)(46) Na voljo 
smo imeli raztopine naringina, kampferola, galangina, pinocembrina, rutina in krisina, 
ki smo jih uporabili kot referenčne standarde za kvalitativno analizo našega vzorca. Te 
standarde smo pomerili z isto HPLC metodo kot referenčno raztopino propolisa. Kot 
prvi korak pri identifikaciji spojin smo se poslužili primerjave retencijskih časov. Za 4 
spojine (naringin, galangin, pinocembrin in krisin) smo pri enakih retencijskih časih 
opazili vrhove tudi na kromatogramu referenčne raztopine (slika18).   
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Slika 18: Primerjava kromatogramov standardov in referenčne raztopine propolisa glede na 
retencijske čase. 
Vrhove ujemajočih retencijskih časov smo nato primerjali glede na njihove posnete UV 
spektre. Za 3 spojine lahko trdimo, da so se UV spektri dobro ujemali, medtem ko smo 
za krisin opazili podobnosti v UV spektrih, vendar ne popolnega ujemanja (slika 19).  
 
Slika 19: Ujemanje UV spektrov vrhov standardov s pripadajočimi vrhovi v referenčni 
raztopini propolisa. 
Na podlagi HPLC analize bi lahko zaključili, da so v našem vzorcu prisotni galangin, 




Za nadaljnjo identifikacijo spojin v propolisu pa smo se poslužili tudi uporabe metode 
HRMS. HRMS ali High Resolution Mass Spectrometry je LC-MS sistem z zelo 
natančnim določanjem mase. V preglednici VI so zbrane ugotovitve analiz s HPLC in 
HRMS.  









SPOJINA  S HRMS 
IDENTIFICIRANA 
SPOJINA S HPLC 
8,9 - 10 Ikaridin  
10 - 11 Ikaridin  
13,5 - 14,5 Sakuranetin  
15,5 - 16,5 Naringenin Naringin (RT 16,3 min) 
22,6 - 23,5   
28 - 30 Pinocembrin Pinocembrin (RT 29,9 min) 
30 - 31 Krisin Krisin (RT 30,8 min) 
31 - 32 Abrectorin  
32 - 33 Galangin Galangin (RT 32,3 min) 
33,5 - 35 CAPE, Akacetin  
38,5 - 39,3 Salvigenin  
39,5 - 40   
42,8 - 44   
44,5 - 45,5   
46,8 - 47,8 Gingerol  
52 - 53   
56,8 - 57,7   
57,5 - 58,5 Gingerol  
 
Iz rezultatov analize frakcij smo potrdili prisotnost galangina, pinocembrina, naringina 
in pa tudi krisina v vzorcu. HRMS analiza pa je pokazala prisotnost še nekaterih drugih 
sestavin, za katere nismo imeli na voljo standardov, da bi njihovo prisotnost potrdili tudi 
s HPLC analizo. Opazili smo prisotnost nekaterih flavonoidov: sakuranetin, ki je derivat 
naringina, gingerol, salvigenin, abrectorin in acacetin. Zaznali smo prisotnost 
naringinove aglikonske oblike naringenina. Prepoznali smo tudi ester kavne kisline in 
feniletil alkohola, poimenovan tudi CAPE, ki je znana sestavina propolisa. CAPE ima 
antineoplastične, citoprotektivne in imunomodulatorne lastnosti.(47) Pripisujejo mu 
vlogo tudi pri antioksidativni aktivnosti propolisa. (48) 
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Analiza pa je pokazala tudi prisotnost ikaridina (ali pikaridina), ki ga najdemo v 
repelentih in v kremah za sončenje.(49) 
4.4 PERMEABILNOST SESTAVIN PROPOLISA 
Permeabilnost sestavin propolisa skozi črevesno sluznico smo preverjali s pomočjo 
dveh poskusov z uporabo difuzijskih celic. S prvim - pilotnim poskusom smo želeli 
določiti optimalne pogoje za izvedbo naslednjega poskusa. Predvsem nas je zanimala 
primerna koncentracija suheha propolisa v donorski raztopini, pri kateri bo tkivo ostalo 
vitalno najdlje in pri kateri bodo sestavine prehajale podganje črevo v zadostni količini, 
da jih bomo lahko zaznali in določali. Vsi poskusi so potekali v smeri M-S (mukoza-
seroza), torej v absorptivni smeri.  
DOLOČANJE POGOJEV ZA IZVEDBO POSKUSA 
Pilotni poskus smo izvedli v 14 difuzijskih celicah. V eni od difuzijskih celic smo 
izvajali tudi slepi poskus, kjer v donorski medij nismo dodali propolisa, z namenom 
določitve vpliva medija na potek poskusa in vitalnost tkiva. V vseh paralelah je poskus 
potekal 220 min, od tega smo zadnjih 175 min na 25 min odvzemali vzorce iz 
akceptorske strani. Vseskozi smo merili in odčitavali EF parametre, na katere smo se 
zanašali pri določanju vitalnosti tkiva. 
Iz EF podatkov je bilo razvidno, da je tkivo, ki je bilo izpostavljeno nižjim koncentracijam 
propolisa, ostalo vitalno tekom celotnega poskusa v vseh paralelah (1/8 – 8/8), medtem ko 
tisto izpostavljeno višji koncentraciji v večini paralel ni ohranilo vitalnosti skozi celoten 
potek poskusa. V štirih od šestih celic s tkivom, izpostavljenim višji koncentraciji, se je 
vitalnost v povprečju ohranila do 125 minute. Da bi preverili, ali je skozi črevo prešlo kaj 
sestavin propolisa, smo vse vzorce, odvzete iz akceptorskih celic po 175 min, analizirali s 
HPLC (kromatogrami na slikah 20 in 21). Analizirali smo tudi vzorec, odvzet iz celice, v 
kateri smo merili le vpliv medija in ugotovili, da medij ne vpliva na rezultate HPLC 
analize. Na kromatogramu so opazni vrhovi tik po začetku analize, od pete minute dalje pa 




Slika 20: Kromatogrami vzorcev odvzetih  po 175min iz akceptorskih strani celic 1/6 – 
6/6.  
 
Slika 21: Kromatogrami vzorcev odvzetih po 175min iz akceptorskih strani celic 1/8 – 8/8 
(brez 7/8). 
Pridobljeni kromatogrami so pokazali, da je v celicah, v katerih smo uporabili nižjo 
koncentracijo propolisa, v 175 minutah skozi tkivo prešlo zelo malo ali pa celo nič sestavin 
propolisa, iz česar smo sklepali, da v vzorcih, ki so bili odvzeti prej, ne bi zasledili skoraj 
nič sestavin propolisa. Tako tudi ne bi imeli podatkov za izračun navideznega koeficienta 
permeabilnosti. Čeprav so kromatogrami vzorcev, odvzetih po 175 minutah, iz celic z višjo 
koncentracijo propolisa primerni za obdelavo in kažejo na to, da bi najverjetneje tudi pri 
prej odvzetih vzorcih zasledili prehod sestavin propolisa, se za analizo le-teh nismo 
odločili. Medij, v katerem smo izvajali poskus (akceptorski in donorski) je namreč 
predstavljal oviro pri raztapljanju tinkture propolisa, nekatere snovi so se v njem vidno 
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obarjale, zato smo se usmerili tudi v optimizacijo medija, kot je to opisano v podpoglavju 
vpliv topnosti posameznih sestavin propolisa na razpoložljive koncentracije za absorpcijo.  
Iz vseh podatkov, pridobljenih s pilotnim poskusom, smo sklepali, da je bila koncentracija 
suhega propolisa uporabljena v celicah 1/8 – 8/8 (brez 7/8) za nadaljnjo analizo prenizka, 
zato smo jo v naslednjem poskusu zvišali in za pripravo donorske raztopine uporabili 5-
krat bolj koncentrirano raztopino propolisa kot v prvem poskusu. Pri uporabi donorske 
raztopine z višjo koncentracijo propolisa v celicah v celicah 1/6 – 6/6 pa je težavo 
predstavljala vitalnost tkiva po 125. minuti. Zato smo drugi poskus v celicah, v katerih smo 




4.4.1 REZULTATI POSKUSA Z DIFUZIJSKIMI CELICAMI 
 
Poskus smo izvedli v 14-ih difuzijskih celicah. V osmih difuzijskih celicah smo za 
pripravo donorske raztopine 10% tinkturo propolisa v 80% etanolu najprej za faktor 2 
redčili z akceptorskim medijem, tako pripravljeno raztopino pa nato 100-krat redčili z 
donorskim medijem. V štirih celicah pa smo tinkturo propolisa le 100-krat redčili z 
donorskim medijem. V dveh celicah smo preverjali le vpliv topila na vitalnost tkiva (slepi 
poskus). Poskus je v celicah z nižjo koncentracijo propolisa potekal 175 min, v celicah z 
višjo koncentracijo pa 100 min, le v eni 175 min. Tudi tekom tega poskusa smo na 25 min 
iz akceptorske strani odvzemali vzorce za nadaljnjo analizo in odčitavali elektrofiziološke 
parametre. EF podatki celic, iz katerih meritve smo uporabili za nadaljnjo analizo 
permeabilnosti nekaterih sestavin propolisa, so prikazani v preglednici VII. V preglednici 
ni prikazanih EF podatkov celic, v katerih je tkivo izgubilo vitalnost kmalu po začetku 
poskusa. Zaradi odpovedi elektrod, v tabeli tudi ni predstavljenih EF podatkov celice 5/6. 
Glukozni test smo v tej celici opravili z drugim parom elektrod in tako potrdili vitalnost 





Preglednica VII: Elektrofiziološki podatki celic, katerih meritve smo uporabili za nadaljnjo 
analizo. 
  
koncentracija suhega propolisa 
v donorski raztopini  = 0,4257 
g/L 
SL2 
koncentracija suhega propolisa 





3/6 4/6 2/8 3/8 4/8 5/8 6/8 7/8 8/8   
0 58 84 35 47 41 141 42 33 39 
TEU[Ohm×cm] 
25 49 32 34 31 35 127 31 28 34 
50 41 28 33 29 34 113 32 30 29 
75 35 49 22 26 31 109 24 20 20 
100 38 29 13 15 30 90 16 17 14 
125 38 24 9 0 31 97       
150 38 33 8 5 28 87       
175 39 30 6   29 80       
0 -4,3 -3,2 -2 -2,1 -2,6 -2,4 -1,4 -2,1 -2,6 
UTE [mV] 
25 -4,1 -3,1 -2,5 -1,7 -2,5 -2,8 -0,4 -2,1 -2,1 
50 -3,4 -3,1 -2,1 -2,4 -2,5 -1,8 0,6 -1,9 -1,4 
75 -3,1 -3,5 -1,1 -1,9 -2,3 -1,2 2,2 -0,6 -0,7 
100 -3,1 -3,3 -0,7 -0,5 -2,3 -0,9 3,1 -0,2 -0,5 
125 -3,1 -3,2 -0,6 0 -2,6 -0,9       
150 -3,1 -3,1 -0,6 0,2 -2,9 -0,8       
175 -2,7 -3 -0,5   -3,3 -0,8       
GLU 1 -5,4 -3 -0,7 -0,1 -6,7 -0,8 3,4 -0,2 -0,5 
0 74 38 57 45 63 17 33 64 66 
ISC [μA] 
25 83 97 74 55 71 22 13 75 62 
50 83 110 64 82 73 16 -19 64 48 
75 88 71 51 72 74 11 -92 30 35 
100 82 115 55 33 76 10 -188 12 36 
125 82 135 64 7,3 83 9,3       
150 81 95 80 -40 104 9,2       
175 70 100 80   113 10       
1 GLU=glukozni test 
2SL=slepa 
Celice so v preglednici poimenovane tako, da npr. 3/6 predstavlja celico št. 3 v sistemu s 6 difuzijskimi 
celicami. 
 
Iz podatkov celice 4/8 – slepe meritve, ki kaže na vpliv donorskega in akceptorskega 
medija, smo lahko razbrali, da izbira medija ni vplivala na vitalnost tkiva, vitalnost se je 
ohranila skozi celoten poskus. V celicah 6/8, 7/8 in 8/8 se je vitalnost tkiva ohranila do 75-
te minute, zato je tudi zadnja meritev, ki smo jo uporabili za izračun permeabilnostnih 
parametrov, bila meritev vzorca odvzetega iz akceptorske strani po 75-ih minutah poskusa. 




Slika 22: Kromatogram vzorca iz celice 5/8 po 175 min. 
Ker pa ne poznamo točne kvalitativne sestave propolisa in identitete vrhov, ki jih 
zasledimo v kromatogramih, prav tako pa v nekaterih primerih tudi ne vemo zanesljivo, ali 
en vrh res predstavlja le ena spojina ali pa več, smo vrhove, ki smo jih proučevali in 
obdelovali, poimenovali po njihovih retencijskih časih. Tako je spojina pri retencijskem 
času X min poimenovana RTX. Za izračun permeabilnostnih koeficientov smo izbrali 7 
vrhov. 
Preglednica VIII: Poimenovanje vrhov, ki smo jih izbrali za analizo. 
Retencijski 
čas [min] Poimenovanje 
9,690 RT 10 
11,687 RT 11 
13,517 RT 13 
16,308 RT 16 
22,226 RT 22 
29,510 RT 30 
30,977 RT 31 
 
Med samo obdelavo podatkov smo zasledili, da so vrednosti površine pod vrhom za isto 
spojino v isti celici v nekaterih časovnih točkah nižje kot v predhodnih časovni točki, zato 
teh rezultatov nismo upoštevali, saj niso smiselni in so najverjetneje posledica napake pri 
postopku vzorčenja. Iz izračunov so zaradi tega razloga izpuščene vse meritve iz celice 3/6 
pri 150-ih minutah, celice 4/6 pri 125-ih minutah in celice 5/6 pri 125 in 150-ih minutah. Iz 
izračunov povprečnega Papp smo izločili tudi vse rezultate, ki so bili pridobljeni v celicah, v 
katerih smo za izračun imeli na voljo manj kot 3 meritve. Izračunane vrednosti iz takšnih 
celic so vseeno informativno predstavljene. 
Za lažjo predstavitev so v sledečih preglednicah (preglednice IX-XXII) in grafih (slike 23-
36) uporabljene nekatere kratice. Oznake difuzijskih celic: npr. 3/6 predstavlja celico 
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številka 3 v sistemu, v katerega lahko vpnemo 6 difuzijskih celic. V preglednicah se poleg 
že razloženih kratic pojavljata še r in ø. r je oznaka Pearsonovega koeficienta korelacije. 
Ta predstavlja merilo linearne povezanosti dveh spremenljivk (v našem primeru sta to Q in 
čas na linearnem delu grafa). Razpon njegovih vrednosti je od -1 do 1, kjer vrednost 1 
predstavlja popolno pozitivno linearno korelacijo podatkov. Ø predstavlja povprečno 
vrednost izračunanih vrednosti Papp. V njegov izračun so vključene le vrednosti, katere smo 
pridobili iz meritev, ki ustrezajo prej navedenim pogojem.  
Za opredelitev permeabilnosti kot visoko ali nizko, smo se opirali na predhodno izvedene 
poskuse v tem laboratoriju.(37) Naše izračunane vrednosti smo primerjali z vrednostmi Papp, 
ki so bile izmerjene za spojine, ki jih FDA navaja kot modelne spojine ali standarde za 




4.4.2 SPOJINA PRI RT 10 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,4257 g/L  
 
Slika 23: Masa spojine RT10, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri nižji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica IX Podatki za izračun Papp za RT10 pri nižji koncentraciji propolisa v donorski 
raztopini. 
  3/6 4/6 5/6 2/8 3/8 ø 
Kd [g/h] 1,05E-06 8,79E-07 7,99E-07 9,19E-07 8,68E-07   
r 0,9963 0,9885 0,9929 0,9961 0,9998   
J [ng/h×cm²] 1052 879 799 919 868   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 111 93 84 97 88 94 ± 9 
Papp [nm/s] 1109 927 842 969 881 945 ± 92  
 
Iz grafa na sliki 23 je dobro razvidna linearnost naraščanja mase spojine, ki je prešla tkivo 
v odvisnosti od časa. Zelo dobro linearnost lahko potrdimo tudi z izračunanimi vrednostmi 
r, ki so v vseh paralelah visoke. Ne smemo namreč pozabiti, da gre za biološki poskus s 
pričakovano visoko stopnjo variabilnosti. Opazimo, da je spojina RT10 v vseh celicah 
tkivo začela prehajati skoraj takoj po dodatku razredčene tinkture propolisa in nadaljevala s 
prehodom do konca poskusa. Iz izračuna Papp smo izključili zadnjo meritev iz celice 4/6, 
saj odstopa iz linearnega dela grafa za to celico. Izračunane vrednosti Papp se od povprečne 
vrednosti nekoliko razlikujejo, v celici 3/6 je vrednost najvišja in od povprečne odstopa za 
približno 15%. Razlike lahko opazimo tudi med posameznimi celicami. Povprečna 
vrednost Papp pa je tudi mnogo višja od vrednosti permeabilnostnih koeficientov spojin, ki 
so bile v raziskavi definirane kot visoko permeabilne (najvišjo vrednost je v smeri M-S 
dosegal kofein in sicer 41,5 ± 1,4 × 10-6 cm/s). Iz tega lahko sklepamo, da spojina RT 10 




















še ni bilo poročanih, prav tako se takšne vrednosti redko pojavljajo tudi v ostalih študijah 
permeabilnosti z uporabo tankega črevesa podgan.  
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,8514 g/L 
 
Slika 24: Masa spojine RT10, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri višji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica X: Podatki za izračun Papp za RT10 pri višji koncentraciji propolisa v donorski 
raztopini.  
 5/8 6/8 7/8 8/8 ø 
Kd [g/h] 1,69E-06 1,08E-06 1,35E-06 1,71E-06   
r 0,9883 1,0000 1,0000 1,0000   
J [ng/h×cm²] 1693 1079 1347 1709   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 89 57 71 48 89 
Papp [nm/s] 893 569 710 485 893 
 
Iz grafa na sliki 24 je dobro opazna linearnost naraščanja mase spojine tekom poskusa v 
difuzijski celici 5/8. V celicah 5/8 in 8/8 smo prisotnost spojine zasledili že po odvzemu 
prvega vzorca iz akceptorske strani difuzijske celice po pretečenih 25-ih minutah poskusa, 
v celicah 6/8 in 7/8 pa smo njeno prisotnost zasledili šele po 50-ih minutah po dodatku 
tinkture propolisa. Zaradi tega izračunani vrednosti Papp teh dveh celicic nismo upoštevali 
pri izračunu povprečne vrednosti Papp. Prav tako v ta izračun nismo vključili vrednosti iz 
celice 8/8, saj sta linearni del grafa prestavljali le 2 meritvi. Tako povprečno vrednost Papp 
predstavlja kar izračunana vrednost iz celice 5/8. Ker imamo za izračun povprečne 
vrednosti Papp na voljo le en podatek, je zgolj informativne narave in jo težko primerjamo s 
povprečno vrednostjo, ki smo jo izračunali za to spojino v celicah z višjo koncentracijo 























4.4.3 SPOJINA PRI RT 11 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,4257 g/L 
 
Slika 25: Masa spojine RT11, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri nižji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XI: Podatki za izračun Papp za RT11 pri nižji koncentraciji propolisa v donorski 
raztopini. 
  3/6 4/6 2/8 3/8 ø 
Kd [g/h] 1,68E-06 2,01E-06 1,57E-06 1,96E-06   
r 0,9996 0,9954 0,9949 0,9929   
J [ng/h×cm²] 1679 2013 1570 1958   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 189 226 176 220 203 ± 21 
Papp [nm/s] 1886 2261 1763 2199 2027 ± 208 
 
V celicah 4/6, 2/8 in 3/8 smo prehod učinkovine zaznali že po 25-ih minutah poskusa, 
medtem, ko smo v celici 3/6 prisotnost zaznali po 50-ih minutah. V celici 5/6 je spojina 
prešla tkivo šele po 175-ih minutah, zato rezultatov iz te celice nismo uporabili. Za izračun 
Papp v celici 3/6 smo uporabili le 3 meritve, saj sta bili meritvi po 100 in 125-ih minutah 
nižji kot meritev po 75-ih minutah. Masa, katero smo upoštevali v izračunih, je v vseh 
celicah naraščala linearno tekom celotnega poskusa. Vrednosti Papp iz posameznih celic se 
ujemajo med seboj, najvišjo vrednost smo izračunali v celici 4/6, za katero smo imeli na 
voljo največ meritev. Povprečna vrednost Papp spojine RT11 je še enkrat višja od 
povprečne vrednosti Papp spojine RT10. Vrednosti takega obsega smo zasledili le v redkih 
študijah. V študiji iz leta 2015, so vrednosti Papp propranolola in verapamila z uporabo 
Caco-2 celičnega modela Mattson in sodelavci umestili v rang 200-1000 × 10-6 cm/s.(51) 
Kasnejša pregledna študija je iz povprečne izračunane vrednosti Papp iz različnih študij za 





















sodelavcev iz nabora podatkov izločila, zaradi prevelikega odstopanja.(52) Prav tako je iz 
rezultatov te študije bila očitna razlika v izračunanih vrednostih Papp med posameznimi 
laboratoriji. V laboratoriju, v katerem smo izvajali poskus, so predhodno za propranolol z 
uporabo izoliranega tkiva tankega črevesa podgane, določili veliko nižjo vrednost Papp 
(11,1 ± 2,3 × 10-6 cm/s).(37) V tem laboratoriju tako visokih vrednosti še ni bilo poročanih.  
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,8514 g/L 
 
Slika 26: Masa spojine RT11, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri višji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XII: Podatki za izračun Papp za RT11 pri višji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
 5/8 6/8 7/8 8/8 ø 
Kd [g/h] 3,6E-06 1,94E-06 2,02E-06 1,96E-06   
r 0,9976 0,9969 0,9974 0,9851   
J [ng/h×cm²]  3600 1938 2016 1955   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 203 109 113 110 134 ± 40 
Papp [nm/s] 2028 1092 1136 1102 1340 ± 399 
 
V vseh difuzijskih celicah razen v celici 5/8 je spojina prešla tkivo že po 25-ih minutah 
poskusa, medtem ko smo jo v celici 5/8 zaznali šele po 75-ih minutah. Iz grafa na sliki 26 
je razvidno, da je masa spojine v vseh celicah prehajala linearno tekom celotnega poskusa. 
Prav tako opazimo, da se točke na grafu, ki pripadajo celicam 6/8, 7/8 in 8/8 skoraj 
popolnoma prekrivajo. To kaže na dobro korelacijo meritev teh celic in se odseva tudi v 
vrednostih Papp, ki so v teh celicah zelo podobne. Vrednost Papp, ki izstopa je vrednost pri 
celici 5/8. Ta je 2 - krat višja od ostalih. Čeprav je povprečna vrednost Papp  izjemno visoka 























povprečne vrednosti izračunane za isto spojino pri nižji koncentraciji propolisa v donorski 
raztopini.  
4.4.4 SPOJINA PRI RT13 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,4257 g/L 
 
Slika 27: Masa spojine RT13, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri nižji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XIII: Podatki za izračun Papp za RT13 pri nižji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  3/6 4/6 5/6 2/8 3/8 ø 
Kd [g/h] 1,62E-06 1,07E-06 8,7E-07 5,11E-07 4,95E-07   
r 0,9825 0,9987 0,9815 1,0000 1,0000   
J [ng/h×cm²] 1617 1072 870 511 494,8257   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 40 26 21 13 12 29 ± 8 
Papp [nm/s] 396 263 213 125 121 291 ± 77 
 
Iz grafa na sliki 27 je razvidna dobra linearnost naraščanja mase učinkovine na akceptorski 
strani difuzijskih celic. Opazimo pa, da podatki iz različnih celic ne sovpadajo najbolje. 
Najbolj odstopajo meritve iz celice 3/6, kar se odraža tudi v izračunu vrednosti Papp ki je v 
tej celici najvišja. V izračun povprečne vrednosti Papp v tem primeru nismo vključili 
meritev iz celic 2/8 in 3/8, saj smo za izračun imeli na voljo le po 2 meritvi. V celicah 3/6, 
4/6 in 5/6 smo prehod spojine zaznali po 50-ih minutah poskusa. Povprečna vrednost Papp 




















HRMS analiza je vrh pri RT13 identificirala kot sakuranetin. Sakuranetin je flavanon, 
derivat naringenina (namesto hidroksilne skupine, je na mestu 7 vezana metoksi skupina). 
Pripisuje se mu protibolečinske in protivnetne lastnosti, vlogo pa naj bi imel tudi pri 
preprečevanju oksidativnega stresa.(53) V literaturi najdemo podatek za permeabilnost 
sakuranetina, izmerjen na Caco-2 celičnem modelu, 34,00 ± 0,17 × 10-6 cm/s.(54) Ta 
vrednost dobro korelira z našimi rezultati. 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,8514 g/L 
 
Slika 28: Masa spojine RT13, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri višji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XIV: Podatki za izračun Papp za RT13 pri višji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  5/8 6/8 7/8 8/8 ø 
Kd [g/h] 1,28E-06 1,21E-06 1,26E-06 1,32E-06   
r 0,9936 1,0000 0,9990 1,0000   
J [ng/h×cm²]  1282 1214 1258 1316,13   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 16 15 16 17 16 ± 0,5 
Papp [nm/s] 163 154 160 167 161 ± 5 
 
Vrednosti na grafu na sliki 28 dobro korelirajo med seboj. To se odraža tudi v izračunih 
vrednosti Papp, ki so med celicami dobro primerljive in minimalno odstopajo od povprečne 
vrednosti. Za izračun povprečne vrednosti Papp smo uporabili le vrednosti Papp iz celic 5/8 
in 7/8, saj v ostalih dveh celicah za izračun nismo imeli dovolj podatkov. Povprečna 
vrednost Papp umešča spojino RT13 med visoko permeabilne spojine. Ta vrednost pa je 
približno za polovico nižja od vrednosti, ki smo jo za spojino RT13 dobili z uporabo nižje 
donorske koncentracije vzorca. To bi lahko bila posledica tega, da smo za izračun 






















rezultatov. Prav tako bi lahko bil vzrok v variabilnosti tkivnih vzorcev ali pa načinu 
prehoda spojine skozi tkivo. 
4.4.5 SPOJINA PRI RT 16 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,4257 g/L 
 
Slika 29: Masa spojine RT16, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri nižji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XV: Podatki za izračun Papp za RT16 pri nižji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  3/6 4/6 5/6 2/8 3/8 ø 
Kd [g/h] 2,33E-06 5,3E-06 1,72E-06 2,97E-06 2,74E-06   
r 0,9992 0,9985 0,9979 0,9992 0,9873   
J [ng/h×cm²] 2329 5296 1725 2965 2741   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 61 140 46 78 72 79 ±  32 
Papp [nm/s] 615 1398 455 783 724 795 ± 321 
 
Tudi masa spojine RT16 je linearno naraščala skozi celoten potek poskusa. V celicah 4/6, 
2/8 in 3/8 smo spojino zaznali že po 25-ih minutah poskusa, medtem ko smo v celicah 3/6 
in 5/6 spojino zaznali po 50-ih minutah. Že iz grafa na sliki 29 je razvidno, da je spojina 
najbolje prehajala tkivo v celici 4/6. To potrjujejo tudi podatki za izračun Papp in sama 
izračunana vrednost Papp, ki je skoraj za polovico višja od povprečne vrednosti. Od 
povprečja precej odstopa tudi vrednost iz celice 5/6, ki pa je nižja od povprečne. Povprečna 
vrednost Papp spojino RT16 umešča med dobro permeabilne spojine.  
Za to spojino smo zaznali tudi ujemanje retencijskega časa in UV spektra z vrhom, ki smo 
ga pridobili pri analizi standarda naringina. Podatki iz študij navajajo nižje vrednosti Papp, 























3,73 ± 0,73 × 10-6 cm/s in ga s tem umestila med nizko permeabilne učinkovine. Višje 
vrednosti Papp pa so zasledili pri naringeninu, naringinovi aglikonski obliki. Njegovo 
permeabilnost so označili kot visoko z vrednostmi 32,13 ± 2,98 × 10-6 cm/s.(12) V samem 
vzorcu propolisa smo predhodno že identificirali prisotnost naringenina s HRMS, le-te pa 
po pretečenem poskusu v odvzetih vzorcih iz akceptorske strani nismo ponovno preverjali. 
Za HPLC analizo, ki smo jo izvajali, namreč nismo imeli na voljo raztopine naringenina, ki 
bi jo lahko uporabili kot standard.  
Naringin naj bi se tekom absorpcije s pomočjo nekaterih celičnih encimov pretvoril do 
naringenina in nato še v obliko glukuronida ali sulfata.(20) Ena od študij permeabilnosti 
naringina opisuje prisotnost glukuronskega konjugata naringenina v akceptorskem mediju 
pri prehodu skozi jejunum ko je bil ta izpostavljen tako naringeninu kot njegovi glikozidni 
obliki. Zelo majhen del spojin je pri prehodu ostal intakten.(55) Raziskava iz leta 2005 pa je 
dokazala, da je razlog za nizko permeabilnost naringina ta, da ga hidrolitični encimi v 
enterocitih ne morejo pretvoriti v naringenin. Ta pretvorba se lahko zgodi šele pod vplivom 
mikroflore v debelem črevesju.(21) 
Glede na našo visoko izračunano vrednost Papp lahko sklepamo, da spojina pri RT16 
najverjetneje ni naringin, vendar eden od njegovih derivatov, ki so bolje permeabilni.  
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,8514 g/L 
 
Slika 30: Masa spojine RT16, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri višji 



















Preglednica XVI: Podatki za izračun Papp za RT16 pri višji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
 5/8 6/8 7/8 8/8 ø 
Kd [g/h] 7,1E-06 6,29E-06 6,55E-06 6,32E-06   
r 0,9933 0,9983 1,0000 0,9913   
J [ng/h×cm²] 7100 6288 6549 6318   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 94 83 87 84 87 ± 5 
Papp [nm/s] 942 834 869 838 871 ± 50 
 
V vseh difuzijskih celicah smo prisotnost učinkovine zasledili po 25-ih minutah. Iz grafa 
na sliki 30 lahko razberemo dobro korelacijo meritev iz vseh celic, prav tako opazimo 
linearno naraščanje mase v vseh celicah. Te ugotovitve podpirajo tudi izračuni Papp, ki so 
dobro primerljivi med seboj. Izstopa le vrednost iz celice 5/8 za izračun katere smo imeli 
na voljo več meritev. Tudi v tem primeru bi spojino RT16 umestili med dobro permeabilne 
spojine. Povprečna vrednost Papp pri tej koncentraciji je za približno 10% višja od 
povprečne vrednosti Papp pri nižji koncentraciji propolisa v donorski raztopini.  
4.4.6 SPOJINA PRI RT 22 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,4257g/L 
 
Slika 31: Masa spojine RT22, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri nižji 





















Preglednica XVII: Podatki za izračun Papp za RT22 pri nižji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  3/6 4/6 2/8 3/8 ø 
Kd [g/h] 3,03E-07 8,24E-07 8,45E-07 7,11E-07   
r 0,9981 0,9957 1,0000 1,0000   
J [ng/h×cm²] 303 824 845 711   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 11 29 30 25 20 ± 9 
Papp [nm/s] 107 291 298 251 199 ± 92 
 
Spojina RT22 je tkivo v celici 3/6 začela prehajati po 100-tih minutah, v celici 4/6 po 50-ih 
minutah, v celicah 2/8 in 3/8 po 75-ih minutah in v celici 5/6 šele po 175-ih minutah 
poskusa. Za izračun povprečne vrednosti Papp smo tako uporabili le izračunane vrednosti 
Papp iz celic 3/6 in 4/6. Na grafu na sliki 31 lahko opazimo slabo ujemanje med podatki iz 
teh dveh celic, kar je očitno tudi v izračunanih parametrih. Spojina je tkivo bolje prehaja v 
celici 4/6. Povprečna vrednost Papp spojino glede na izkušnje iz tega laboratorija uvršča 
med dobro permeabilne spojine.  
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,8514 g/L 
 
 
Slika 32: Masa spojine RT22, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri višji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XVIII: Podatki za izračun Papp za RT22 pri višji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  5/8 6/8 7/8 8/8 ø 
Kd [g/h] 9,49E-07 9,28E-07 1,04E-06 9,69E-07   
r 0,9941 1,0000 1,0000 1,0000   
J [ng/h×cm²] 949 928 1042 969   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 14 14 16 14 14  




















Za izračun povprečne vrednosti Papp smo imeli v tem primeru na voljo le en podatek, zato 
je povprečna vrednost enaka vrednosti, ki smo jo izračunali iz podatkov iz celice 5/8. V 
vseh celicah smo namreč spojino zaznali po 50-ih minutah poskusa, a smo v celicah 6/8, 
7/8 in 8/8 zaradi slabe vitalnosti tkiva po 75. minuti poskusa, imeli na voljo le 2 meritvi. 
Vseeno se meritve dobro ujemajo med seboj. Povprečna vrednost je nekoliko nižja od 
vrednosti pri nižji donorski koncentraciji vzorca. Vseeno tudi ta poskus spojino RT22 
uvršča med dobro permeabilne spojine. 
4.4.7 SPOJINA PRI RT 30 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,4257 g/L 
 
Slika 33: Masa spojine RT30, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri nižji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XIX: Podatki za izračun Papp za RT30 pri nižji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  3/6 4/6 5/6 2/8 3/8 ø 
Kd [g/h] 7,38E-07 2,08E-06 8,1E-07 1,26E-06 1,03E-06   
r 0,9989 0,9985 0,9940 1,0000 1,0000   
J [ng/h×cm²] 738 2078 810 1264 1035   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 8 24 9 15 12 14 ± 7 
Papp [nm/s] 85 239 93 145 119 139 ± 71 
 
RT30 smo v vseh celicah razen v celici 5/6 zaznali po 50-ih minutah poskusa, v celici 5/6 
pa po 75-ih minutah. V celicah 2/8 in 3/8 tako nismo imeli dovolj podatkov, da bi njuni 
izračunani vrednosti Papp upoštevali pri izračunu povprečne vrednosti Papp. Na grafu na 
sliki 33 opazimo, da je masa spojine RT30 linearno naraščala tekom celotnega poskusa, 





















izrazito odstopa le vrednost iz celice 4/6. Povprečna vrednost Papp spojino RT30 uvršča 
med dobro permeabilne učinkovine.  
Kromatogramski vrh spojine RT30 se po retencijskem času in UV spektru ujema s 
spektrom pinocembrina. Ujemanje je sicer slabše, kot je bilo pred izvedbo poskusa, kar 
lahko nakazuje na derivatizacijo pinocembrina pri prehodu tkiva. V literaturi zasledimo 
malo podatkov o permeabilnosti pinocembrina preko tkiva tankega črevesa ali pa preko 
sloja Caco-2 celic, zato naših vrednosti ne moremo primerjati z drugimi literaturnimi 
vrednostmi. 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,8514 g/L 
 
Slika 34: Masa spojine RT30, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri višji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XX: Podatki za izračun Papp za RT30 pri višji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  5/8 6/8 7/8 8/8 ø 
Kd [g/h] 2,97E-06 2,7E-06 2,7E-06 2,7E-06   
r 0,9930 0,9961 1,0000 0,9822   
J [ng/h×cm²] 2967 2702 2698 2704   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 17 16 16 16 16 ± 0,7  
Papp [nm/s] 175 159 159 159 164 ± 7 
 
Iz grafa na sliki 34 je razvidno, da je spojina RT30 pri višji donorski koncentraciji 
propolisa v donorski raztopini bolje prehajala tkivo, kot pri nižji. Tudi podatki iz različnih 
celic pri tej koncentraciji bolje korelirajo med seboj, kar se odraža tudi pri izračunanih 






















7/8 pa 25 minut kasneje. Za izračun povprečne vrednosti Papp nismo upoštevali vrednosti 
Papp iz celic 7/8, saj smo za izračun le-te imeli na voljo le dve meritvi. Povprečna vrednost 
Papp je od tiste pri nižji koncentraciji propolisa v donorski raztopini nekoliko višja a vseeno 
primerljiva. Spojino RT30 bi uvrstili med dobro permeabilne učinkovine.  
4.4.8 SPOJINA PRI RT 31 
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,4257 g/L 
 
Slika 35: Masa spojine RT31, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri nižji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini. 
Preglednica XXI: Podatki za izračun Papp za RT31 pri nižji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  3/6 4/6 5/6 2/8 3/8 ø 
Kd [g/h] 9,55E-07 2,51E-06 9,17E-07 1,71E-06 9,56E-07   
r 0,9998 0,9912 0,9992 1,0000 1,0000   
J [ng/h×cm²] 955 2514 917 1709 956   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 4 11 4 8 4 7 ±3 
Papp [nm/s] 43 113 41 77 43 66 ± 33 
 
V celicah 3/6, 4/6 in 5/6 smo spojino RT31 zaznali po 75-ih minutah poskusa, v celicah 2/8 
in 3/8 pa po 50-ih minutah. Meritev iz celic 2/8 in 3/8 zaradi pomanjkanja podatkov nismo 
vključili v izračun povprečne vrednosti Papp. V vseh celicah lahko opazimo linearno 
naraščanje mase spojine, ki je prešla tkivo. Povprečna vrednost Papp umešča spojino med 
slabo permeabilne spojine.  
Po analizi s HPLC smo opazili ujemanje v retencijskem času in UV spektru vrha RT31 z 






















uporabo Caco-2 modela določila vrednost Papp 6,78 ± 0,12 × 10
-6 cm/s (12), kar se zelo 
dobro ujema z našo izračunano vrednostjo.  
KONCENTRACIJA SUHEGA PROPOLISA V DONORSKI RAZTOPINI = 0,8514 g/L 
 
 
Slika 36: Masa spojine RT31, ki je prešla skozi tkivo v določenem času pri višji 
koncentraciji propolisa v donorski raztopini 
Preglednica XXII: Podatki za izračun Papp za RT31 pri višji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini. 
  5/8 6/8 7/8 8/8 ø 
Kd [g/h] 3,32E-06 3,31E-06 3,01E-06 3,16E-06   
r 0,9881 1,0000 1,0000 1,0000   
J [ng/h×cm²] 3319 3313 3011,811 3163,939   
Papp [×10⁻⁶ cm/s] 7 7 7 7 7 
Papp [nm/s] 75 75 68 71 75 
 
V vseh difuzijskih celicah smo spojino RT31 zaznali po 50-ih minutah poskusa in zato v 
celicah 6/8, 7/8 in 8/8 nismo imeli dovolj podatkov za primerljiv izračun povprečne 
vrednosti Papp .Tako povprečno vrednost Papp enaka vrednosti izračunani iz podatkov 
pridobljenih iz celice 5/8. Vseeno iz grafa na sliki 36 lahko opazimo dobro linearnost 
podatkov in njihovo koreliranje v začetnem delu grafa. Prav tako se izračunane vrednosti 
Papp posameznih celic dobro ujemajo med seboj, ne opazimo tudi večjih odstopanj od 
povprečne vrednosti. Tudi iz teh rezultatov bi spojino RT31 umestili med slabo 
permeabilne spojine. Povprečna vrednost Papp je primerljiva tudi z vrednostjo iz poskusa z 
nižjo koncentracijo propolisa v donorski raztopini. Lahko bi sklepali, da spojina RT31 




















Iz EF podatkov obeh poskusov je razvidno, da je v primerih, ko smo v 2,5 mL donorskega 
medija dodali 25 μL tinkture propolisa (koncentracij suhega propolisa v donorski raztopini 
= 0,8514 g/L), tkivo ohranilo vitalnost manj časa. Le v dveh difuzijskih celicah od devetih, 
v katerih smo uporabili to koncentracijo propolisa, se je vitalnost ohranila tekom celotnega 
poskusa. V ostalih celicah pa se je ta ohranila v povprečju do stote minute. Iz teh 
ugotovitev lahko sklepamo, da bi propolis v visokih koncentracijah lahko dražil črevesno 
sluznico in tako povzročal lažje gastrointestinalne težave. 
Preglednica XXIII: Primerjava povprečnih vrednosti Papp. 
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V preglednici XXIII so prikazane izračunane povprečne vrednosti Papp za vse spojine pri 
obeh koncentracijah suhega propolisa v donorski raztopini. Najboljše permeabilnostne 
lastnosti je izkazovala spojina RT11, katere vrednosti so mnogo višje, kot katerekoli do 
sedaj zabeležene vrednosti v tem laboratoriju. Za približno polovico nižje vrednosti smo 
izračunali za spojino RT10, ki se je izkazala za drugo najbolj permeabilno spojino. Edina 
spojina, ki smo jo po določenih kriterijih uvrstili med slabo permeabilne, je spojina RT31. 
Vse spojine so v obeh primerih izkazovale dobro linearno naraščanje koncentracije na 
akceptorski strani tekom celotnega poskusa. Za izračun Papp pri višji koncentraciji 
propolisa v donorski raztopini smo imeli na voljo manj meritev, saj je tkivo v tem primeru 
hitreje izgubljalo vitalnost. Tako so te izračunane vrednosti slabše zanesljive in jih ne 
moremo uporabiti za primerjavo z rezultati pri nižji koncentraciji, oziroma ugotovitve 
takšnih primerjav niso dobro podprte. Večina spojin ni izkazovala koncentracijske 
odvisnosti vrednosti Papp zato smo pri njih sklepali, da je poglavitni način prehoda tkiva 
pasivna difuzija. Večja odstopanja vrednosti so bila prisotna pri spojinah z višjimi 
vrednostmi Papp. Lahko bi sklepali, da je v absorpcijo teh spojin skozi tkivo vključen tudi 
aktivni prenos.  
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Ker smo za poskus uporabili isto tinkturo propolisa in ga izvajali pod istimi pogoji, je do 
razlik pri meritvah permeabilnostnih parametrov istih spojin med različnimi difuzijskimi 
celicami najverjetneje prišlo zaradi uporabljenega tkiva. Pojavile so se lahko majhne 
razlike v debelini odseka in njegovi razpoložljivi površini za absorpcijo. 
V raziskavah v tem laboratoriju so ugotovili tudi, da kadar donorsko raztopino vzorca 
sestavlja več učinkovin, lahko to vpliva na rezultate poskusa. Ugotovili so, da so 
izračunane vrednosti Papp v takem primeru višje kot vrednosti izračunane kadar donorsko 
raztopino predstavlja samo posamezna spojina.(37) Ker je propolis zmes veliko različnih 
snovi, obstaja visoka možnost, da je do tega pojava prišlo tudi pri naših meritvah, prav tako 
bi na to lahko namigovale izredno visoke vrednosti, ki smo jih izračunali pri nekaterih 
spojinah. To bi lahko pomenilo, da so vse vrednosti, ki smo jih pridobili precenjene. Po 
drugi strani ne moremo vedeti, ali do podobnega pojava pride tudi v in vivo pogojih. Tako 
so spojine RT13, RT22 in RT30, ki smo jih le na podlagi predhodnih meritev uvrstili med 
dobro permeabilne spojine, najverjetneje v resnici slabo permeabilne. Ker pa ne poznamo 
identitet vseh spojin, katerih permeabilnost smo določali, prav tako pa nismo merili 
permeabilnosti posameznih prepoznanih spojin, prisotnosti tega pojava ne moramo z 
gotovostjo potrditi. 
Kromatografske vrhove, ki smo jih pridobili po analizi odvzetih vzorcev, smo primerjali 
tudi s kromatogrami standardov. Dobro ujemanje spektrov smo pridobili le za spojino 
RT31, katero smo identificirali kot krisin. Nekoliko slabša ujemanja smo zasledili pri 
spojinah RT16 in RT30. Sklepamo, da je spojina RT16 eden od derivatov flavonoida 
naringenina, spojina RT30 pa derivat pinocembrina. RT13 smo s pomočjo predhodne 
HRMS analize tinkture propolisa identificirali kot sakuranetin. Za identifikacijo ostalih 
vrhov s HPLC bi potrebovali raztopine snovi, katerih prisotnost v propolisu so dokazale 
predhodne študije. Vzorce odvzete med poskusom bi lahko analizirali tudi s HRMS, s 
katerim bi lahko potrdili prisotnost krisina, določili kateri derivati naringenina in 
pinocembrina so bili prisotni v akceptorski celici in ugotovili identiteto ostalih vrhov, ki so 
prešli tkivo. 
Na kromatogramu referenčne raztopine propolisa smo zasledili več kot 100 različnih 
vrhov. Kromatogrami odvzetih vzorcev pa imajo le do 8 pri nižji koncentraciji propolisa v 
donorski raztopini in do 13 vrhov pri višji koncentraciji propolisa v donorski raztopini. Pri 
višji koncentraciji smo zasledili pri vzorcih odvzetih proti koncu poskusa več vrhov. To je 
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morda posledica popuščanja in rahljanja tesnih stikov, kar je lastnost slabo vitalne 
membrane, nedvomno pa velja, da večina sestavin propolisa skozi sluznico tankega 
črevesa ne prehaja ali pa imajo zelo nizko permeabilnost. Za zelo malo sestavin propolisa 
torej lahko na osnovi njihove permeabilnosti skozi tanko črevo pričakujemo sistemsko 
absorpcijo po zaužitju. V preglednici XXIV je prikaz snovi, ki so prehajale tanko črevo 
podgane.  
Preglednica XXIV: Sestavine propolisa, ki prehajajo tanko črevo podgane in vitro. 
FRAKCIJA KROMATOGRAMA 
REFERENČNE RAZTOPINE 
PROPOLISA V OBMOČJU 
RETENCIJSKIH ČASOV [min] 
SNOV IZ TE 
FRAKCIJE 
PREHAJA TKIVO3 
IDENTIFICIRANA SPOJINA V FRAKCIJI4 
8,9 - 10 da (RT10) Ikaridin 
10 - 11 da (RT11) Ikaridin 
13,5 - 14,5 da (RT13) Sakuranetin 
15,5 - 16,5 da (RT16) Naringenin, Naringin 
22,6 - 23,5 da (RT22)   
28 - 30 da (RT30) Pinocembrin 
30 - 31 da (RT31) Krisin 
31 - 32 ne Abrectorin 
32 - 33 ne Galangin 
33,5 - 35 da CAPE, Acacetin 
38,5 - 39,3 ne Salvigenin 
39,5 - 40 ne   
42,8 - 44 ne   
44,5 - 45,5 da (RT 44,5)   
46,8 - 47,8 ne Gingerol 
52 - 53 ne   
56,8 - 57,7 ne   
57,5 - 58,5 da Gingerol 
3Oznaka “da” pomeni, da smo na kromatogramih vzorcev odvzetih iz akceptorskih strani 
difuzijskih celic zasledili en ali več vrhov v območju te frakcije. Kjer smo na območju 
določene frakcije zasledili le en vrh, je poleg oznake “da” v oklepaju zapisan še njegov 
retencijski čas. 
4Identiteto nekaterih vrhov v frakcijah smo ugotovili s predhodno opisanimi postopki z 
uporabo HPLC in HRMS analiz. 
 
Iz preglednice XXIV je razvidno, da med spojinami, ki so prehajale tkivo, nismo zasledili 
galangina. Za to je najverjetneje odgovorna njegova slaba topnost v donorskem mediju. 
Vrh, ki smo ga identificirali kot galangin, se namreč na kromatogramih pojavi pri 
retencijskem času 32 minut. Ta vrh pa je na kromatogramu, ki smo ga pridobili z analizo 
raztopine tinkture propolisa v donorskem mediju, zelo nizek. V akceptorskem mediju prav 
tako nismo zaznali salvigenina in abrectorina. 
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Čeprav smo v dveh frakcijah (od 8,9 min do 11 min) predhodno identificirali ikaridin, ne 
moremo trditi, da vrha, ki prehajata tkivo in smo ju poimenovali RT10 in RT11, res 
pripadata ikaridinu. V teh dveh frakcijah se namreč na kromatogramu referenčne raztopine 
propolisa pojavlja več vrhov. Da bi ugotovili ali katerega od teh dveh vrhov dejansko 
predstavlja ikaridin, bi potrebovali standardno raztopino le-tega, ki bi jo analizirali z 
razvito HPLC metodo. Vrh iz pridobljenega kromatograma pa bi morali nato glede na 
retencijski čas in UV spekter primerjati z vrhovoma RT10 in RT11. Za HRMS analizo je 
namreč koncentracija spojin RT10 in RT11 v vzorcu iz akceptorske strani prenizka. Na 
podoben problem smo naleteli tudi v frakciji med 33,5 min in 35 min. Na območju te 
frakcije smo namreč s HRMS analizo referenčne raztopine propolisa identificirali dve 
spojini; acacetin in CAPE. Ker standardnih raztopin acacetina in CAPE nismo imeli na 
voljo, ne moremo z zagotovostjo trditi da kateri od vrhov, ki jih zasledimo na 
kromatogramih vzorcev iz akceptorskih strani, pripada katerikoli od teh spojin. V frakcijah 
46,8 - 47,8 min in 57,5 - 58,5 min smo s HRMS analizo referenčne raztopine propolisa 
identificirali gingerol. Ker v frakciji 46,8 - 47,8 min nobena spojina ne prehaja tkiva, v 
frakciji 57,5 - 58,5 min pa tkivo prehaja več spojin, bi lahko sklepali da med njimi 
najverjetneje ni gingerola. Vseeno pa tega ne moremo potrditi iz prej navedenih razlogov. 
Z nakupom standardnih raztopin spojin acacetina, CAPE, ikaridina, gingerola in 
naringenina, ter s primerjavo retencijskih časov in UV spektrov vrhov iz pridobljenih 
kromatogramov po HPLC analizi le-teh in kromatogramov odvzetih vzorcev iz 
akceptorske strani med poskusom, bi lahko izboljšali identifikacijo nekaterih sestavin 






Propolis je dobro topen v etanolu in acetonitrilu. V standardnem Ringerjevem pufru je 
slabo topen. Topnost v standardnem RP lahko bistveno izboljšamo z 1 % dodatkom 
poloksamera 188. V taki raztopini se raztapljajo vse spojine, ki smo jih z novo-razvito 
HPLC metodo uspeli zaznati v referenčni raztopini propolisa, le v manjši meri. Enako velja 
za raztapljanje propolisa v biorelevantnem mediju FaSSIF. Iz tega lahko sklepamo, da se 
večina sestavin propolisa v prebavnih sokovih lahko vsaj delno raztaplja.  
Za preučevanje permeabilnosti propolisa je ključnega pomena dobra analizna metoda, ki to 
omogoča. Uspeli smo razviti HPLC analizno metodo, ki je dobro ločevala vrhove, bila 
ponovljiva in časovno ugodna. Kot najprimernejša stacionarna faza se je izkazala C18. 
Zaradi velikega števila spojin v vzorcih se je uporaba kar najbolj učinkovite kolone in 
naraščanja moči mobilne faze v zmernem gradientu optimiziranem na empiričen način, 
izkazala kot smiselna. Dodatek metanola v mobilno fazo predstavlja zelo pomembno 
izboljšavo metode. Kljub vloženemu trudu preprosto zaradi omejitev stanja tehnike ni bilo 
možno popolnoma ločiti vseh spojin. Dolg čas analize posamičnega vzorca seveda ostaja 
omejitveni dejavnik pri izvedbi poskusov za določanje permeabilnosti.  
V propolisu smo uspeli s pomočjo HPLC in HRMS analiz identificirati naringin, 
naringenin, krisin, pinocembrin, galangin, sakuranetin, gingerol, acacetin, CAPE in 
ikaridin.  
Za nekatere spojine propolisa smo dokazali, da so dobro permeabilne. Zelo visoke 
vrednosti Papp smo pridobili za spojino RT11, sledi ji spojina RT10 in nato RT16. Spojine 
RT13, RT 22 in RT30 smo glede na predhodne meritve in rang velikosti naših meritev 
prepoznali kot slabo permeabilne . Za najslabše permeabilno se je izkazala spojina RT31, 
ki smo jo uspeli identificirati kot krisin. RT16 predstavlja eden od derivatov naringenina, 
spojino RT30 derivat pinocembrina, spojino RT 13 pa sakuranetin.  
Število vrhov, ki jih pridobimo po HPLC analizi referenčne raztopine propolisa, je mnogo 
višje od števila vrhov analiziranih vzorcev poskusa permeabilnosti. Zato sklepamo, da zelo 
majhen delež spojin, ki so prisotne v propolisu, prehaja tanko črevo. Dokazali smo, da 
tankega črevesa podgane ne prehajajo galangin (veliko oviro predstavlja njegova slaba 
topnost v donorskem mediju), salvigenin in abrectorin, najverjetneje pa tudi gingerol.   
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